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RESUMEN 
La localización anatómica de la glándula pineal en la encrucijada del sistema nervioso 
central, su carácter impar en un entorno de estructuras dobles y su aspecto morfológico 
han atraído la atención de numerosos científicos a lo largo de la historia. En mamíferos 
la glándula pineal es un órgano endocrino pequeño, impar y de ubicación mediana, que 
se origina a partir del tubo neural en el segundo mes de vida intrauterina. Es uno de los 
órganos endocrinos más vascularizados. En el parénquima se distinguen tres tipos 
celulares: pinealocitos, células intersticiales (CI) y células pigmentadas (CP). El 
pinealocito es la célula principal y el encargado de sintetizar la melatonina pineal. Las CI 
son consideradas de nutrición y sostén. La proteína S-100, la proteína glio-fibrilar acídica 
(GFAP) y vimentina son los marcadores más utilizados para el estudio de células gliales 
del sistema nervioso central y de las CI. Estas proteínas desempeñan múltiples funciones 
a nivel intracelular y algunas extracelulares. La importancia biológica de las CP en pineal 
aún no ha sido esclarecida. La síntesis y secreción de melatonina está sujeta a un fuerte 
control lumínico a través del eje retino-hipotálamo-pineal y su inervación simpática. La 
pineal es considerada un transductor neuroendocrino. Los cambios estacionales en el 
perfil de secreción de melatonina, regulados por el fotoperíodo, son utilizados por los 
animales para coordinar un amplio rango de eventos fisiológicos, entre los que destacan 
la función reproductiva, sueño, hibernación, humor, sistema inmune. Desde hace cuatro 
décadas nuestro grupo de trabajo estudia al Lagostomus maximus maximus (vizcacha). 
Los numerosos antecedentes sobre reproducción y adaptación en animales de vida 
silvestre, la importancia de las señales ambientales en la sincronización de estos procesos 
y los diferentes interrogantes respecto a las funciones de las CI y CP en relación a la 
estacionalidad, edad y sexo, nos indujeron a plantear las siguientes hipótesis de trabajo: 
a) “Las CI de la glándula pineal de vizcacha exhiben variaciones citológicas e 
inmunohistoquímicas estacionales, sugiriendo una activa participación en la función 
glandular”. 
 b) “Las CP de la glándula pineal de vizcacha se modifican en relación a los esteroides 
gonadales”.  
La vizcacha es un roedor autóctono de hábitos nocturnos y la actividad diaria de 
estos animales está regulada por fotoperíodo natural. El macho adulto es un reproductor 
estacional dependiente del fotoperíodo. La hembra es un animal monoestral que en 
cautiverio se vuelve poliestral. La gestación tiene una duración aproximada de 154 días. 
Los protocolos experimentales desarrollados en esta Tesis Doctoral fueron evaluados y 
aprobados por el Comité de Etica Local. La captura de los animales se realizó con un 
sistema de trampas rectangulares con puertas batientes ubicadas estratégicamente en las 
bocas de las vizcacheras. Los animales fueron trasladados al bioterio, anestesiados, 
pesados y sacrificados inmediatamente. En machos la condición reproductiva fue 
determinada por histología testicular y se trabajó con ejemplares adultos para estudios 
estacionales y con inmaduros sexuales para estudios relacionados con la edad. En 
hembras la condición reproductiva se determinó por el estudio histológico de los ovarios. 
Adicionalmente, los cuernos uterinos fueron examinados para evaluar la presencia de 
embriones y/o fetos y clasificar la preñez en inicial, media y final. Las glándulas fueron 
extraídas rápidamente, fijadas y procesadas para microscopia de luz o electrónica de 
transmisión (MET). Se utilizaron 4 pineales por grupo en cada estudio realizado. Además, 
se extrajo sangre por punción cardíaca para realizar estudios hormonales de testosterona, 
estradiol (E2) y progesterona (PG). Para el estudio de las CI se realizaron técnicas 
histológicas de rutina e inmunohistoquímicas utilizando como marcadores a las proteínas 
S-100, GFAP y vimentina. Para el estudio óptico de las CP se utilizaron diversas técnicas 
histológicas e histoquímicas. La MET fue utilizada para estudiar ambos tipos celulares. 
Diversos parámetros morfométricos fueron determinados y los resultados se expresaron 
como la media ± error estándar de la media. Los datos obtenidos se analizaron mediante 
el test no paramétrico de Kruskal-Wallis. Diferencias con un valor de p<0,05 se 
consideraron estadísticamente significativas.    
La glándula pineal de vizcacha presentó una forma ovoide, alargada y conectada 
con un tallo a la base del cerebro. La porción glandular más cercana al tallo fue 
redondeada y amplia (proximal), volviéndose más delgada y puntiaguda hacia su extremo 
opuesto (distal) resultando en una típica forma de piña. Una cápsula de tejido conectivo 
se observó revisiténdola. El parénquima presentó abundante vascularización y se 
distinguieron 3 tipos celulares al microscopio óptico. Los pinealocitos mostraron 
citoplasma ligeramente basófilo, núcleo redondo u oval, de cromatina laxa y nucléolo 
evidente. Las CI fueron minoría y se distinguieron por su menor tamaño, núcleos 
alargados o triangulares y presencia de cromatina más condensada. Se las observó cerca 
de los espacios perivasculares. Las CP fueron frecuentes en hembras y excepcionales en 
machos. Presentaron una forma ovoide o redondeada y exhibieron un color marrón claro 
u oscuro. Los gránulos de pigmentos fueron observados también en el espacio intersticial. 
Las calcificaciones pineales fueron ocasionales. A nivel ultraestructural se diferenciaron 
2 tipos de pinealocitos; P1 y P2. A su vez, los P1 pudieron ser claros u oscuros según su 
densidad electrónica. El estudio inmunohistoquímico estacional de las CI, mediante las 
proteínas S-100 y GFAP, reveló que en machos adultos estas células se localizaron 
principalmente en la región proximal, y que en la región distal su presencia fue escasa. 
La proteína S-100 mostró un patrón de inmunomarcación nuclear y citoplasmático. Las 
CI exhibieron una forma ligeramente estrellada, un cuerpo celular irregular con 
abundantes procesos citoplasmáticos rodeando a los pinealocitos y/o alcanzando vasos 
sanguíneos. La inmunomarcación para GFAP se detectó solo en el citoplasma de las CI, 
alrededor del núcleo y en los procesos citoplasmáticos. El análisis morfométrico 
estacional reveló que el porcentaje de área inmunomarcada para S-100 y GFAP (%AI-S-
100 y %AI-GFAP) en ambas regiones pineales, fue más alto en los animales capturados 
en invierno y menor en los de verano. En inmaduros sexuales, los parámetros 
morfométricos fueron menores que en las vizcachas adultas. Las determinaciones 
bioquímicas de testosterona variaron significativamente entre los machos adultos y los 
inmaduros. En hembras, la inmunopositividad de las CI varió significativamente en 
relación a la preñez, especialmente en la región distal. En las de preñez media, los % AI-
S100 y % AI-GFAP fueron más altos en ambas regiones pineales, en comparación a las 
hembras no grávidas cuyos valores fueron los más bajos. En todos los grupos estudiados, 
la técnica de doble inmunohistoquímica reveló que algunas CI expresaron colocalización 
para ambas proteínas, mientras que otras exclusivamente una de ellas. La vimentina fue 
positiva en los procesos citoplasmáticos de algunas CI y vasos sanguíneos en todos los 
grupos analizados. La ultraestructura reveló CI con núcleo alargado, electrodenso y con 
largas prolongaciones citoplasmáticas. El análisis de las CP mostró la presencia de 
pigmentos en la glándula pineal de hembras no grávidas y grávidas. La técnica de plata 
de Masson-Fontana, la reacción de Shmorl, la histoquímica para DOPA-oxidasa, fueron 
positivas para melanina. Se encontraron variaciones significativas en la cantidad de 
pigmentos pineales en relación con los niveles séricos de hormonas sexuales entre 
vizcachas no preñadas y preñadas. Las de preñez media presentaron mayor porcentaje de 
células respecto de las no grávidas. La ultraestructura reveló células redondeadas, 
electrodensas, con numerosos pre-melanosomas y melanosomas. En hembras E2 y PG 
exhibieron diferencias significativas entre las vizcachas no grávidas y grávidas.  
En la glándula pineal de vizcacha las CI expresaron principalmente la proteína S-
100 y la GFAP, y en menor medida la vimentina. Por esta razón proponemos que en 
nuestro modelo de estudio el origen de las CI es neuroectodérmico. Fue característico de 
estas células la presencia de numerosas proyecciones citoplasmáticas capaces de generar 
una intrínseca red de comunicación intercelular intraglandular. Esto nos permite sugerir 
que las CI mediante esta red de comunicación podrían coordinar la actividad de los 
pinealocitos, a través de las funciones intracelulares de las proteínas estudiadas, 
participando activamente en la regulación de histofisiología glandular. En el estudio 
estacional observamos un aumento en la expresión de las proteínas S-100 y GFAP durante 
el fotoperíodo corto. Esto se relacionó con la gran actividad glandular, especialmente en 
los pinealocitos, con mayor síntesis de melatonina. Así, sugerimos una actividad 
sincronizada entre ambos tipos celulares. En referencia a los inmaduros sexuales podemos 
indicar que existe una relación directa entre la expresión de estas proteínas y la edad del 
animal. En las vizcachas hembras los niveles de E2 y PG están sujetos a variaciones 
durante la preñez. Estas variaciones coincidieron con los cambios observados en las 
características histológicas y morfométricas de las CI en cada etapa de la preñez. Esto 
demuestra una relación directa entre la actividad pineal y los niveles de hormonas 
ováricas en la hembra grávida. Los resultados de doble inmunohistoquímica podrían 
indicar la existencia de CI en diferentes estadíos funcionales, probablemente relacionadas 
con las necesidades del microambiente celular. Las células vimentina-positivas en 
especímenes adultos sugiere la existencia de una población de células gliales inmaduras 
que podrían servir como población de reserva. Respecto a las CP, los cambios reportados 
en relación al contenido de melanina pineal durante la gestación, indican la influencia   de 
los niveles de hormonas gonadales circulantes sobre el contenido de pigmentos. Por lo 
tanto, sugerimos que la glándula pineal de la vizcacha hembra es más susceptible a las 
señales endocrinas durante la preñez y menos sujeta al fotoperíodo ambiental. 
 Los resultados obtenidos nos permiteron demostrar y aceptar las hipótesis 
plantedas. Por otro lado, podemos conluir que ambos tipos celulares; CI y CP, 
desempeñan otras funciones además de sostén y nutrición. Esto sugirie que estas células 
son necesarias para garantizar un adecuado microambiente celular en la glándula pineal 
de la vizcacha, asegurando así su óptima función neuroendocrina. 
 
Shawn Thornthon “The Eye at The Parting of Eyes” 
2017 and “Brahmastra For a New Age” 2013. 
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PARTE A: GLANDULA PINEAL 
 
Las sucesiones rítmicas del día y la noche han dado forma a la vida en la tierra 
desde su comienzo. Por lo tanto, la presencia de estructuras sensibles a la luz proporciona 
una ventaja selectiva para los seres vivos y ha evolucionado en casi todos los phyla de 
plantas y animales (Darwin, 1859; Gehring, 2005; Peirson y Foster, 2006). La luz 
transporta dos tipos de información que son de suma importancia para la supervivencia: 
1) Respecto a la forma tridimensional, color y movimiento de los objetos, y 2) una señal 
temporal que distingue el día, la noche y la duración relativa de ambos. La capacidad para 
detectar la luz, fue optimizada con el desarrollo de un oscilador circadiano endógeno que 
permite al organismo anticipar el crepúsculo, el amanecer y los tiempos para alimentarse 
y descansar, lo que ayuda a escapar de los depredadores y optimizar la supervivencia. 
Bajo esta presión selectiva, han evolucionado en el diencéfalo de todos los vertebrados 
dos sistemas visuales especializados para manejar la información de la luz: 1) los ojos 
laterales, que forman imágenes de objetos, y 2) la glándula pineal o epífisis cerebral, que 
transduce la sucesión externa de luz y oscuridad en un mensaje hormonal interno (Peirson 
y Foster 2006). 
En esta Tesis Doctoral estudiamos la glándula pineal, el llamado “tercer ojo” de los 
vertebrados (Mano y Fukada, 2006), en un roedor autóctono de reproducción fotoperiodo 
dependiente, el Lagostomus maximus maximus o vizcacha. Se analizarán 
exhaustivamente las células intersticiales y células pigmentadas de la glándula pineal y 
sus modificaciones en relación a diferentes situaciones fisiológicas.  
Reseña histórica sobre la glándula pineal 
Según los estudios históricos realizados por el neuroanatomista J. Ariens Kappers 
(1979), en la cultura occidental la primera mención de la glándula pineal en la especie 
humana se remite al mundo griego. Herófilo de Alejandría (325-280 A.C) afirmaba que 
este órgano actuaba como “esfínter que controla el flujo de pensamientos”. Recogiendo 
la herencia filósofo-fisiológica de Aristóteles (384-328 A.C) y las viejas concepciones 
hipocráticas, Herófilo inicia la construcción de una nueva doctrina fisiológica siendo 
considerado el máximo exponente de la llamada “anatomía alejandrina”. Según 
Aristóteles, el alma tiene tres facultades que residen en las tres partes del sistema 
ventricular: “phantasía o imaginato” situada en los ventrículos laterales; “anamnesis o 
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discursos mentis o cogitatio” ubicada en el tercer ventrículo; y por último “mneme o 
memoria” situada en el cuarto ventrículo. De esta forma por su situación entre el tercer y 
cuarto ventrículo, el sabio de Calcedonia le asignó a la pineal el papel de válvula 
reguladora en el control del flujo de los pensamientos por el sistema ventricular (Lasso 
de la Vega, 1972). Esta descripción de la epífisis se debe fundamentalmente a su situación 
anatómica en el Sistema Nervioso Central (SNC), que desde siempre atrajo la atención, 
al suponerse que en él estarían situadas las facultades específicamente humanas.  
Desde tiempos ancestrales la filosofía hindú recogió la idea de que la epífisis “es 
un órgano de clarividencia y meditación que podría permitirnos recordar vivencias 
pasadas”, identificando así al órgano pineal con un órgano místico (Hiroshi Motoyama, 
1982). En las vedas, el chakra del “Tercer Ojo”, también llamado AJNA (del sánscrito) 
otorga la visión de los mundos sutiles, haciendo posible la conexión directa con una fuente 
ilimitada de sabiduría (Esq. 1). Es el punto energético clave para desarrollar los distintos 
fenómenos psi, tales como intuición y clarividencia. Los yoguis de la India aseguran que 
la glándula pineal es la ventana de Brahama, el ojo de diamante, el ojo de la polividencia, 
que mediante cierto entrenamiento especial proporciona la percepción ultra. 
 Esquema 1: Disposición de los 7 chakras mayores en la filosofía hindú. Extraído de “Theories 
of the Chakras: Bridge to higher consciousness” de Hiroshi Motoyama. 1982. Ed. New Age 
Books. 
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Galeno (130-200) estudió diferentes especies animales y por la analogía entre los 
órganos, hominizó sus resultados. Se debe precisamente al maestro de Pérgamo, el 
nombre de “konarium” (piña en griego) que se le atribuyó a la glándula pineal. Esto se 
debió al aspecto piriforme, semejante al de este fruto, que presentaron las epífisis que 
estudió. Actualmente, dicho término continúa empleándose. Galeno describió con gran 
detalle la anatomía del “konarium’ en su libro “De anatomicis administrationibus”, pero 
relegó su papel funcional a un mero órgano seudoglandular linfático que servía de 
sujeción a la masa de venas cerebrales que recorren la cara posterior y dorsal del 
diencéfalo, hipótesis defendida en el libro octavo de su obra De usu partium (Zrenner, 
1985; Rocca, 2003). 
El siguiente aporte en el conocimiento de la pineal tuvo lugar en el Renacimiento.  
Andrés Vesalio (1514-1564) en su obra “De Humanis Corporis Fabrica” publicada en 
1543, describía la situación anatómica de la glándula pineal, señalando que dicho órgano 
no forma parte del cerebro, pero se apoya sobre los tubérculos cuadrigéminos anteriores.  
En el siglo XVII, René Descartes (1596-1656), introdujo un concepto enteramente 
mecánico de la actividad del cuerpo humano. Recogiendo en gran parte las ideas de la 
filosofía griega, Descartes logra embellecer estas concepciones fisiológicas y anatómicas, 
proponiendo así a la epífisis en su libro “Traité de l’homme” como el asiento del alma 
racional (Van Gijn, 2005; Lokhorst, 2008). La fisiología cartesiana postuló la existencia 
de un mecanismo ojo-epífisis-músculo, estableciendo intuitivamente y sin base científica 
su posible significado funcional. La pineal, situada en el centro del sistema ventricular, 
sería la encargada de extraer ciertas partículas de la sangre y convertirlas en espíritus 
animales, que posteriormente serían vehiculizados hasta las diferentes partes del sistema 
ventricular a merced de ciertos movimientos activos de este órgano (Esq. 2). Cada cambio 
en la posición epifisaria correspondería a una percepción distinta del alma, y ésta por su 
parte, podría mover la glándula por el mero hecho de percibir (López-Muñoz y Boya 
1992; López-Muñoz y Álamo, 2000).  
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Niels Steensen (1638-1686) refuta las teorías cartesianas de Descartes y en su obra 
“Discours sur Lànatomie du cerveau” publicada en 1670, demostró que la glándula 
pineal se situaba en posición dorsal respecto al sistema ventricular y no en el centro. 
Además, sus uniones con las meninges la convertían en un elemento inmóvil lo que 
impedía su papel de esfínter en la convección de los espíritus animales. A esta 
demostración anatómica se uniría posteriormente el filósofo alemán lmmanuel Kant 
(1724-1804), quién atribuyó al alma un carácter espiritual, por lo que no podría localizarse 
en un espacio delimitado (Kappers, 1979). 
El inglés Thomas Gibbson en su libro “The Anatomy of Human Bodies Epitomized” 
(1682) acuñó el término glándula pineal, al describirla como un “penit’ suspendido sobre 
y entre los tubérculos cuadrigéminos inferiores o “testes”. 
Durante todo el siglo XVIII, la glándula pineal permaneció en el olvido, y el 
adjetivo “vestigial” aplicado a este órgano, era el más corrientemente utilizado.  
Tras un siglo de silencio y con este planteamiento se llegó hasta el siglo XIX. Aquí, 
es cuando renació el interés por esta glándula y se profundizó el estudio de los 
conocimientos anatómicos, así como también se realizaron avances en el conocimiento 
de aspectos histológicos y del desarrollo embriológico. Tiedemann (1823) detalló el 
desarrollo de la epífisis en fetos humanos de tres meses, originando a los cuatro meses de 
gestación una glándula pequeña y redondeada. “En el séptimo mes es un pequeño cuerpo 
Esquema 2: Situación anatómica de la glándula pineal, según los planteamientos de 
Descartes y la interpretación del ilustrador, Florent Schuyl (figura XXXIV de De Homine, 1662). 
Extraído de “La glándula pineal como instrumento físico de las facultades del alma: una 
conexión histórica persistente”. F. López-Muñoz, G. Rubio, J.D. Molina y C. Alamo. 
Neurología, 2012. Ed. ELSEVIER. 
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blando, que pasa a ser alargado al noveno mes”. Clarke en 1862 describió células de 
núcleo redondeado y granuloso en la epífisis, mientras que, en 1866, Leydig reportó la 
presencia de fibras nerviosas en la glándula. Durante la segunda mitad del siglo XIX, las 
opiniones de los investigadores diferían respecto al órgano pineal: Hagemann (1872) 
indicó que las células glandulares eran de naturaleza mixta, epiteliales y/o nerviosas. 
Según Darksche-Witsch (1886) la glándula estaba formada por elementos nerviosos. 
Henle (1887) le atribuía a la glándula pineal una estructura comparable a la de los ganglios 
linfáticos. Weiger (1895) admitió su naturaleza neurológica como elementos epiteliales 
modificados de las células glandulares. 
Durante las primeras décadas del siglo XX, la hipótesis de la inhibición gonadal por 
parte de la pineal, planteada por Gutzeit (1896) al asociar la existencia de un tumor pineal 
a un síndrome de desarrollo sexual precoz, quedó promulgada por Marburg (1930), quien 
describió a la pineal como una glándula endocrina con acción inhibitoria sobre el 
desarrollo y la función gonadal. Previamente Foa (1912) demostró experimentalmente 
que la pinealectomía producía un desarrollo precoz de los caracteres sexuales 
secundarios. Es importante destacar que, en esta época, adquiere gran auge la llamada 
Escuela Española de Histología, a expensas de Ramón y Cajal (1852-1934). Este 
histólogo consideró a la pineal como una “glándula vascular sanguínea” y estudió su 
inervación simpática, así como las prolongaciones de los pinealocitos (Ramón y Cajal, 
1904). Sus discípulos, también se ocuparon del estudio de la estructura histológica pineal: 
Achúcarro y Sacristán (1912), Achúcarro (1913), Rio-Hortega (1922, 1932). Siendo este 
último quien consideró al elemento parenquimatoso pineal como una célula equidistante 
de la neurona y de la neuroglia, dotada de facultades secretoras específicas, confirmando 
definitivamente la naturaleza glandular del órgano pineal (Esq.3). El propio Rio-Hortega 
afirma en 1922 algo que parece confirmarse en la actualidad, gracias a la aplicación de 
técnicas inmunohistoquímicas: “los lobulillos de la pineal están constituidos sólo por dos 
especies celulares perfectamente diferenciadas, en las que existen algunas variedades: 
son las células parenquimatosas y las células neuróglicas”.  
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Roux (1937) describe la pineal envuelta en una cápsula de tejido conectivo que la 
relaciona con los plexos coroideos. Este tejido penetra en el interior de la cápsula 
formando finas trabéculas; se trata de un tejido conectivo fibroso, especialmente 
abundante en el vértice de la glándula. Afirmaba “que el tejido conectivo suele faltar en 
embriones y animales jóvenes, y siempre era más abundante en equinos y cerdos que en 
ovinos”. En 1943 Barghmann señaló que la pineal de los mamíferos se originaba a partir 
del área ependimaria diencefálica, situándose entre las comisuras habenular y posterior. 
También postuló que en los mamíferos la glándula pineal debería ser considerada como 
un órgano foto-neuroendocrino. Mikami (1951) estudió las células parenquimatosas de la 
epífisis de caballo, cerdo y cabras, encontrando gránulos argentófilos, tanto en el 
citoplasma como en las prolongaciones.  
La era actual del conocimiento pineal se inicia en 1954, cuando Kitay y Altschule 
publican el libro “The Pineal Gland”. Estos autores atribuyen a la epífisis la intervención 
en el control de la función gonadal, así como en la respuesta dérmica, en vertebrados 
Esquema 3: Dibujos histológicos de la glándula pineal realizados por algunos integrantes de 
la prestigiosa Escuela Española de Histología, surgida en torno a la figura de Santiago 
Ramón y Cajal durante el primer tercio del siglo XX. a) Dibujo del propio Cajal que representa 
la inervación simpática de la epífisis de ratón; b) Esquema ilustrativo de la estructura de la 
glándula pineal humana del adulto, realizado por Achúcarro; c) Diversos tipos morfológicos 
de células parenquimatosas pineales, según esquemas de Río-Hortega. Extraído de “El 
devenir histórico de la glándula pineal: De sede del alma a órgano neuroendocrino” de 
Francisco López-Muñoz, Fernando Marín, Cecilio Álamo. Neurología 2010.  
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inferiores, a los cambios de luz ambiental y alguna vinculación con la conducta (Guerrero 
y col., 2007).  Sin lugar a dudas, el hallazgo más influyente en la investigación pineal fue 
la identificación y aislamiento de la melatonina (5-metoxi-N-acetíl-triptamina), llevada a 
cabo por Lerner y col. (1958). Esta indolamina, reproducía los efectos de extractos 
pineales y revertía las secuelas de la pinealectomía. Casi de forma simultánea se constató 
que su síntesis era regulada en los mamíferos por la luz ambiental. Esto se demostró a 
través de una vía neural iniciada en retina y que terminaba en las neuronas simpáticas del 
ganglio cervical superior (Axelrod y Wurtman, 1968; Fiske y Huppert, 1968; Quay, 1974, 
1986; Guerrero y col., 2007). Luego se demostró la presencia de un oscilador circadiano 
situado en el núcleo supraquiasmático (NSQ) del hipotálamo que controlaría la síntesis 
de melatonina en función de la actividad de la enzima N-acetil transferasa (NAT; Klein 
y col., 1971; Moore y Klein, 1974; Reuss y col., 1996; Simmoneaux y Ribelayga, 2003). 
En la década de los 60 comenzó la aplicación de la microscopia electrónica al 
estudio de la glándula pineal. Wartenberg y Guserk (1965) realizaron un estudio 
ultraestructural sobre la epífisis de conejo, poniendo de manifiesto la existencia en los 
pinealocitos de numerosas prolongaciones. Observaron que el núcleo se presentaba pobre 
en cromatina y mostraba un nucléolo poco desarrollado. Por último, describían escasa 
cantidad de fibras gliales. Arstila (1967) en pinealocitos de rata, describió características 
similares a lo referenciado por Wartenberg y Guserk (1965) y destacó la presencia de 
mitocondrias abundantes, tanto en pericarion como en las prolongaciones próximas a las 
barras sinápticas. Welser y col. (1968) estudiaron la ultraestructura del pinealocito canino, 
describiéndolo como una célula redondeada y con pocos procesos citoplasmáticos. 
Acompañando a este tipo celular más común, también se puso de manifiesto la presencia 
de pinealocitos oscuros, con núcleo más pequeño y mayor número de organelas 
citoplasmáticas. González y Álvarez-Uría (1970) analizaron las características 
ultraestructurales de la célula intersticial de la glándula pineal en rata adulta, destacando: 
núcleo oval, complejo de Golgi muy desarrollado y mitocondrias alargadas de aspecto 
granuloso.  
En 1965 Wurtman y Axelrod acuñan el término “transductor neuroendocrino” 
para definir la glándula pineal. En esta misma línea, Cardinali y col. (1981, 1983) 
catalogan al ganglio cervical superior, del que procede la inervación simpática de la 
glándula pineal, de “centro periférico neuroendocrino” (1981) y “pequeño cerebro 
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neuroendocrino” (1983), dando a entender su gran importancia como nexo entre el 
exterior y la epífisis. Actualmente se puede afirmar que la epífisis es una glándula de 
secreción interna y un componente importante de los sistemas foto-neuroendocrinos. 
A partir de la década del 70, se publicaron numerosos trabajos en la literatura 
científica internacional relacionados al estudio del órgano pineal, principalmente en 
animales de vida silvestre. Muchos de estos trabajos fueron basados en técnicas 
inmunohistoquímicas, citoquímicas y mediante el análisis ultraestructural. Es interesante 
remarcar que dentro de estos primeros intentos por analizar el comportamiento 
histofisiológico de la glándula, ocupan un lugar cronológico preferencial los estudios 
llevados a cabo en nuestro laboratorio a partir de los primeros años de la década del 80, 
utilizando como modelo experimental el Lagostomus maximus maximus (Guzmán y col., 
1980, 1983; Scardapane y col., 1983; Piezzi y col., 1985; Domínguez y col., 1987) 
En la actualidad, con los avances en técnicas de biología molecular y genética, la 
mayoría de los estudios sobre la glándula pineal y su principal hormona, la melatonina, 
tienen como base el estudio de enfermedades neurodegenerativas y tumores pineales. Es 
de importancia destacar la acción de esta hormona como antioxidante, su acción 
inmunológica, cronobiótica y usos farmacológicos, como así su importancia psicológica, 
lo que ha llevado que en la actualidad se intensifiquen las investigaciones sobre estos 
efectos. 
Anatomía de la glándula pineal 
La glándula pineal es un órgano endocrino pequeño, impar y de ubicación mediana, 
que se origina en el segundo mes de vida intrauterina como una evaginación de forma 
cónica desde el techo del diencéfalo (Bertolucci y Foa, 2004; Macchi y Bruce, 2004). Se 
orienta antero posteriormente sobre el surco que separa los colículos superiores con la 
pared posterior del tercer ventrículo y encontrándose unida a las comisuras habenular y 
posterior por una formación pedicular llamada tallo pineal (Rouvière y Delmas, 2005). 
Su ubicación, forma, tamaño, y características histológicas son muy variables entre las 
diferentes especies de vertebrados (González-González y Álvarez-Uría, 1984; Arendt, 
1995).  
En la mayoría de las especies de mamíferos el tallo pineal conecta la glándula con 
la comisura habenular, generalmente unida al tercer ventrículo, y la inserta en una región 
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denominada receso pineal (Rouvière y Delmas, 2005). La glándula se encuentra 
embebida por líquido cefalorraquídeo y cubierta por la piamadre la cual forma una 
cápsula desde la que se proyectan tabiques por los cuales ingresan gran cantidad de vasos 
sanguíneos. Posteriormente, dichos tabiques la dividirán en lobulillos incompletos 
(Koshy y Vettivel, 2001a; Junqueira y Carneiro, 2003). En los roedores esta glándula 
puede estar dividida en dos partes: una superficial ubicada sobre la cara dorsal del cerebro 
y una profunda, sobre el tallo cerebral. Ambas partes están conectadas por el tallo pineal, 
que puede contener algunos pinealocitos en determinadas especies (Vollrath, 1981). 
Kappers (1960), indicó que el tallo pineal en rata albina está constituido por tejido 
conectivo, vasos sanguíneos, fibras nerviosas y células parenquimatosas, más o menos 
diferenciadas como pinealocitos. Calvo y Boya (1985) lo describieron como un delgado 
cordón integrado por células de naturaleza glial, pocos pinealocitos, numerosas fibras 
nerviosas y colágenas que une la pineal superficial con el techo del tercer ventrículo. Por 
otro lado, la pineal profunda se une a la comisura habenular por arriba y a la comisura 
posterior por abajo, estableciendo contacto frecuentemente con el líquido cefalorraquídeo 
a través de los recesos intercomisural y suprahabenular (Vollrath, 1981).   
La forma y situación de la glándula pineal de los mamíferos presenta una gran 
variabilidad macroscópica. Vollrath (1981) propuso una clasificación en la que combina 
la forma del órgano pineal y su relación topográfica con el tercer ventrículo. Así, clasifica 
la glándula pineal en varios tipos: 
 Tipo proximal o tipo A, en la que la mayor parte del tejido pineal está 
íntimamente relacionado con el tercer ventrículo. 
 
 Tipo intermedio-proximal o tipo AB, cuando la longitud de la pineal es 
ligeramente superior al doble de su ancho mayor. 
 
 Tipo próximo-intermedio-proximal o tipo ABC, en el caso de una pineal 
muy larga, cuya mayor parte de parénquima está alejada del tercer 
ventrículo y situada superficialmente o próxima al cerebelo. 
En la vizcacha, la glándula pineal tiene una forma alargada, ovoide-cónica, 
ligeramente aplanada y de ubicación profunda con un tallo que la une al encéfalo. Se 
encuentra localizada profundamente entre las comisuras habenular y posterior (Esq. 4). 
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De acuerdo a la clasificación propuesta por Vollrath, la pineal de vizcacha pertenece al 
tipo AB (Domínguez, 1990). El parénquima glandular está envuelto por una cápsula de 
tejido conectivo, elementos derivados de la piamadre y vasos sanguíneos. Su tamaño 
promedio es de 4 mm de longitud y 2,5 mm de ancho, con un peso promedio de 4,23 mg 
(Cernuda-Cernuda y col., 2003).  
  
 
 
 
 
Embriología de la glándula pineal 
El desarrollo embrionario de la glándula pineal fue estudiado en detalle en el grupo 
de los roedores, especialmente en rata (Kappers, 1960; Clabough, 1973; Calvo y Boya, 
1981a, 1981b; Ueck, 1986). La glándula pineal se origina a partir del tubo neural (Møller 
y Baeres, 2002). Es por ello que Leonhardt (1980) la incluya dentro del sistema que 
denomina como “órganos circunventriculares”, y del que forman parte todas las 
estructuras secretoras de carácter neuroendocrino que proceden de las células 
ependimarias que revisten los ventrículos cerebrales: órgano subcomisural, órgano 
subfornical, área postrema, neurohipófísis, eminencia media. 
Quay (1974) describió la existencia de tres fases en el desarrollo de la pineal: 1- 
Fase Morfogenética, desde la diferenciación hasta el nacimiento. 2- Fase de 
Proliferación Glandular, desde la diferenciación hasta después del nacimiento. 3- Fase 
Esquema 4: Dibujo de una sección sagital del cerebro de vizcacha. La flecha indica la glándula 
pineal. C: Corteza cerebral; cc: Cuerpo calloso; f: Fornix; T: Tálamo; Ce: Cerebelo. Extraído y 
modificado de “Aspectos morfológicos y ultraestructurales de la glándula pineal del Lagostomus 
maximus maximus”. Nora Susana Domínguez, 1990. Universidad Nacional de San Luis. UNSL. 
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de Hipertrofia y Diferenciación Celular, desde el nacimiento hasta la duodécima semana 
de vida extrauterina.  
En rata, la morfogénesis de la glándula pineal tiene lugar durante la segunda mitad 
de la gestación (días 12 al 21). El primer esbozo pineal aparece entre los días 12 y 14, y 
se desarrolla como una evaginación o apéndice de la línea media del techo diencefálico, 
entre la comisura posterior y habenular (Clabough, 1973; Calvo y Boya, 1981b). Esta 
evaginación va elongándose en dirección dorsocaudal adquiriendo forma de saco 
aproximadamente el día 16. Es el llamado receso pineal, cuya luz comunica con el tercer 
ventrículo (Vollrath, 1981; Ueck, 1986). Posteriormente se produce la compactación del 
receso pineal. Según Calvo y Boya (1981b), dos mecanismos están involucrados. En 
primer lugar, múltiples invaginaciones del epitelio permiten la aproximación y fusión de 
las paredes del receso. Posteriormente se produce una invasión de su luz por 
pinealoblastos procedentes de las paredes epiteliales. Luego tiene lugar la invasión del 
mesénquima por los vasos sanguíneos, en preferencia por la superficie superior media del 
receso, aunque algunos entran lateralmente (Ueck, 1986). Después del día 18, comienza 
una intensa actividad mitótica que no cesa hasta varios días después del nacimiento 
ocasionando el aumento en el volumen glandular (Clabough, 1973; Walker y col., 1978). 
La diferenciación del pinealoblasto hacia pinealocito sucede en el día 19. La disposición 
folicular se pierde, adquiriendo un aspecto morfológico de cordones celulares (Vollrath, 
1981). Hacia el día 20 de gestación, aparecen tipos celulares con diferentes características 
ultraestructurales, aunque sus diferencias no son totalmente nítidas hasta el nacimiento 
Calvo y Boya (1981a). 
Vascularización de la glándula pineal 
La glándula pineal es uno de los órganos endocrinos más vascularizados (Møller y 
Baeres, 2002). Se ha establecido que el flujo de sangre en la rata es de 4 ml/min (Macchi 
y Bruce, 2004) cifra mucho más alta que cualquier otra glándula endocrina y sólo 
superada por los riñones (Cignolani y Houssay, 2000). En los mamíferos la 
vascularización proviene de las arterias cerebrales posteriores de las que se originan las 
arterias coroideas posteriores que rodean a la cápsula pineal y penetran en ella (Stehle y 
col., 2011). El drenaje venoso viene a confluir a un grueso vaso que tras unirse a la vena 
cerebral magna desemboca en la porción anterior del seno recto (Beltrán, 2003). 
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La glándula pineal puede presentar tanto capilares “fenestrados”, con orificios en 
su pared endotelial que permiten una elevada permeabilidad de la pared vascular, como 
así también, capilares no fenestrados. La proporción entre ellos varía entre las diferentes 
especies de mamíferos. Los capilares pineales de rata son de tipo fenestrado, mientras que 
en gato y perro (Mashimo, 1965), chinchilla (Matsushima y Reiter, 1975), gerbil (Welsh 
y Reiter, 1978), entre otros, son de tipo no fenestrado. Adicionalmente, el hámster 
presenta capilares de tipo fenestrado en su pineal superficial, y predominio de capilares 
no fenestrados en la pineal profunda (Hewing y Bergmann, 1985; Calvo y col., 1988; 
Boya y col., 1995; Møller y Baeres, 2002). En la pineal de vizcacha, los capilares 
presentan endotelio sin fenestraciones. Los mismos están rodeados de escaso espacio 
perivascular en donde se pueden observar algunos pericitos (Cernuda-Cernuda y col., 
2003). 
Inervación de la glándula pineal 
La síntesis y secreción de la hormona melatonina está sujeta a un fuerte control por 
la información lumínica procedente de la retina que es transmitida al NSQ a través del 
tracto retinohipotalámico (RHT; Møller y Baeres, 2002). Las fibras nerviosas simpáticas 
procedentes del ganglio cervical superior (GCS) constituyen, sin duda, la inervación 
principal de la glándula. Forman parte de una vía multisináptica con origen en la retina y 
que conduce hasta la pineal información lumínica procesada bajo la forma de impulsos 
nerviosos, siendo responsable del ritmo circadiano de la biosíntesis y secreción de 
melatonina. Las conexiones neurales entre la retina y la pineal son similares en todos los 
mamíferos, incluida la especie humana. Los impulsos nerviosos generados en las células 
fotoreceptoras de la retina son enviados hacia el hipotálamo anterior mediante un haz de 
que constituyen el tracto RHT (Moore, 1982). En lo referente al quiasma óptico, estas 
fibras se separan del tracto principal para dirigirse al NSQ del hipotálamo anterior, donde 
se inicia una vía multisináptica que hace escala en el núcleo paraventricular del 
hipotálamo y en la columna celular intermediolateral de la espinal torácica. Desde este 
núcleo espinal parten los axones preganglionares que proyectan hacia el GCS, cuyas 
fibras postganglionares alcanzan glándula pineal (Reiter, 1986). Los terminales 
simpáticos liberan noradrenalina (NA) hacia el espacio intercelular sin llegar a establecer 
verdaderos contactos sinápticos con los pinealocitos (Korf y Møller, 1984). Esta vía que 
conecta la retina con la glándula recibe el nombre de Tracto Retino-Hipotálamo-Pineal 
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(Esq. 5; Vrang y col., 1995; Larsen y col., 1998; Teclemariam-Mesbah y col., 1999; 
Munch y col., 2002). 
En diversas especies de roedores se han descrito conexiones de naturaleza neuronal 
entre ciertas regiones del SNC y la glándula pineal, lo que ha venido a denominarse 
inervación central o pinealopetal (Korf y Møller, 1984). En su mayoría, estas vías tienen 
su origen en núcleos del hipotálamo e implican a neurotransmisores clásicos, como 
serotonina (5-HT), acetilcolina y dopamina, o péptidos como la arginina vasopresina 
(AVP), arginina-vasotocina (AVT), hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH), 
neuropéptido Y, somatostatina y hormona liberadora de tirotrofina (TRH). 
La inervación parasimpática de la glándula pineal está a cargo de vías provenientes 
desde los ganglios esfenopalatino y ótico (Møller y Baeres, 2002). 
 
 
 
Esquema 5: Representación gráfica del eje retino-hipotálamo-pineal y su inervación 
simpática. RET: retina; RHT: tracto retino-hipotalámico; SCN: núcleo supraquiasmático; 
PVN: núcleo paraventricular; IMC: columna celular intermediolateral; SCG: ganglio cervical 
superior; NA: Noradrenalina; PIN: glándula pineal; MEL: melatonina. Extraído de “The 
mammalian pineal gland known facts unknown facets”. Erik Maronde and Jörg H. Stehle. 
Trends in Endocrinology and Metabolism. 2007. 
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Histología de la glándula pineal  
La glándula pineal de los mamíferos es una estructura parenquimatosa muy 
vascularizada y constituida por agrupaciones celulares cuya morfología difiere en función 
de la especie estudiada (Vollrath, 1981). Tanto es así, que Rio-Hortega en 1932 afirmaba: 
“La glándula pineal no posee un patrón histológico fijo, comparable con el existente en 
otras glándulas exocrinas y endocrinas; por lo tanto, no se puede afirmar que existan 
dos glándulas pineales con agrupamientos similares de sus masas celulares”. 
En los mamíferos, se distinguen tres tipos celulares en el parénquima pineal: 
pinealocitos, células intersticiales y células pigmentadas (Vollrath, 1981; Calvo y col., 
1992). En menor medida pueden encontrase otros tipos celulares como fagocitos, 
fibroblastos y neuronas. Es importante destacar la presencia de calcificaciones pineales 
(arenilla cerebral; corpora arenácea) en las glándulas pineales, en especial aquellas 
envejecidas (Beltrán, 2003) 
El pinealocito, célula epifisaria o célula principal es la célula parenquimatosa más 
abundante de la glándula pineal. Comprende la mayor parte del parénquima pineal entre 
el 80% y el 90%) en los mamíferos (González-González y Álvarez-Uría, 1984), como 
puede observarse en rata (Møller y Baeres, 2002), gerbil mongol (Welsh y Reiter, 1978), 
vizcacha (Domínguez y col., 1987; Cernuda-Cernuda y col., 2003), entre otros. Es una 
célula grande que en preparaciones coloreadas con hematoxilina-eosina muestra un 
citoplasma claro débilmente basófilo, en ocasiones de aspecto vacuolizado, y cuyos 
límites no están claramente definidos. El núcleo es grande, redondeado u ovalado y 
presenta cromatina laxa y nucléolo prominente. Puede exhibir un número variable de 
invaginaciones (Junqueira y Carneiro, 2003). Con impregnación argéntica se observan 
prolongaciones citoplasmáticas que le dan a la célula aspecto estrellado. Estas 
prolongaciones citoplasmáticas terminan en expansiones bulbosas que se relacionan con 
sus homónimas de otros pinealocitos o con los cuerpos de estos con prolongaciones de 
astrocitos o con el espacio perivascular (Beltrán, 2003). Estudios a nivel de microscopia 
óptica permiten describir dos variedades de pinealocitos en glándulas pineales humanas, 
una de aspecto oscuro y otra más pálida (Koshy y Vettivel, 2011a). En microscopía 
electrónica los pinealocitos exhibieron un núcleo con nucléolo evidente y 
heterocromatina dispuesta periféricamente. El citoplasma es poco electrodenso y rico en 
organelas. Se encuentran abundantes mitocondrias, retículo endoplásmico liso y granular 
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bien desarrollados y un discreto complejo de Golgi. En las prolongaciones celulares se 
observan microtúbulos y en sus extremos vesículas pequeñas en ocasiones electrodensas. 
Con cierta frecuencia se observan cuerpos multivesiculares, esférulas y barras sinápticas 
(Kappers, 1976; Vollrath y Huss, 1973; Cernuda-Cernuda y col., 2003). En algunas 
especies, como en el caso de la rata vieja, se ha descrito la presencia de cilios (Karasek, 
1970). Del cuerpo celular del pinealocito se extienden prolongaciones citoplasmáticas de 
distinta longitud y en número variable, que acaban en la cercanía de otras células pineales 
o de los vasos sanguíneos. El citoplasma de estas prolongaciones contiene las mismas 
organelas que el soma celular con la excepción del complejo de Golgi, centriolos y sus 
derivados (Wartenberg, 1968; Ito y Matsushima, 1968; Lues, 1971). En vizcacha, se 
describe pinealocitos con características ultraestructurales muy semejantes a lo reportado 
en otras especies (Fig. 1; Domínguez y col., 1987; Cernuda-Cernuda y col., 2003).  
Figura 1: Ultraestructura de un pinealocito de vizcacha macho capturado durante el 
verano. La micrografía muestra un pinealocito (P) en el cual se exhiben numerosas 
mitocondrias (M) y algunos cuerpos densos (B). Magnificación 7200X. Extraído y 
modificado de “A light and electron microscopic study of the pineal gland of the 
viscacha (Lagostomus maximus maximus)” Domínguez y col., (1987). J Pineal Res 
4:211-219. 
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Por otro lado, y en menor medida, se encontró el segundo tipo celular el cual ha 
sido clasificado como célula densa (Gusek y col., 1965; Matsushima y Reiter, 1975), 
astrocito (Duncan y Micheletti, 1966; Wallace y col., 1969), célula intersticial (Wolfe, 
1965; Arstila, 1967; Gregorek, 1973) o célula glial (Anderson, 1965; Wartenberg, 1968; 
Herbert, 1971).  
En glándula pineal, la presencia de pigmentos ha sido descripta en diferentes 
especies de mamíferos: por ejemplo, en vacas (Meyer-Arendt y Santamarina, 1956; 
Santamarina, 1958); chinchilla (Matsushima y Reiter, 1975); caballo (Cozzi, 1986); 
murciélago (Bhatnagar, 1988; Bhatnagar y Hilton, 1994) perro (Calvo y col., 1988); gato 
(Calvo y col. 1992); oveja (Regodón y col., 1998; Redondo y col., 2003) e incluso en 
humanos (Møller, 1974; Min y col., 1987; Koshy y Vettivel, 2001b). Estos pigmentos 
pineales han sido definidos como células pigmentadas y constituye el tercer tipo celular.  
En vizcacha las denominaremos células intersticiales (CI) y junto a las células 
pigmentadas (CP) son objeto de estudio del presente trabajo de Tesis Doctoral. 
Además de estos tres tipos celulares, se pueden distinguir células fagocíticas, las 
cuales se localizan principalmente en los espacios perivasculares (Møller y Baeres, 2002). 
Estudios inmunohistoquímicos demostraron que son células con funciones macrofágicas 
(Pedersen y col., 1993; Sato y col., 1996). También pueden encontrarse neuronas, que en 
algunas especies pueden llegar a formar ganglios dentro del parénquima pineal. La 
mayoría de éstas son neuronas parasimpáticas inervadas por ganglios periféricos (David 
y Herbert, 1973).  
Finalmente, en la glándula pineal se describió la presencia ocasional de 
concreciones extracelulares denominadas corpora arenácea, acevuli cerebro, “arenilla 
cerebral” o simplemente calcificaciones pineales. Están constituidas principalmente por 
fosfatos y carbonatos cálcicos que se depositan concéntricamente (Bargmann, 1981; 
Fawcett 1995; Koshy y Vettivel, 2001a; Junqueira y Carneiro, 2003; Kim y col., 2012). 
Su origen no es bien conocido, aunque Banks (1993) apuntó que podría ser estromal o 
glial. No se consideran patológicos ya que pueden encontrarse en la infancia, pero tienden 
a aumentar en número y tamaño con la edad, sin implicar una disminución de la actividad 
pineal (Bargmann, 1981; Boya y col., 1984; Cozzi, 1986; Martínez Soriano, 1987; 
Fawcett, 1995; Vigh, 1998; Junqueira y Carneiro, 2003; Kim y col., 2012). 
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Bioquímica de la glándula pineal 
La glándula pineal de los mamíferos es un órgano que desarrolla una elevada 
actividad bioquímica, como lo demuestra la presencia de abundantes aminas biógenas 
(melatonina, 5-HT, NA, histamina) y de múltiples sustancias peptidérgicas (AVP; 
treonilserinilisina TSL; Oxitocina OT; Péptido intestinal vasoactivo VIP; entre otras). Se 
puede hablar de la pineal como de un órgano neuroendocrino capaz de sintetizar y liberar 
sustancias activas, que ejercerían su acción hormonal sobre una serie de órganos y tejidos 
diana, entre los que se encontrarían el hipotálamo, hipófisis, gónadas, tiroides, que a su 
vez regularían la función pineal mediante un mecanismo de feedback (Kappers, 1978; 
Cardinali, 1981; Zarazaga y col., 2000). La melatonina aislada por Lerner y col., (1958), 
una indolamina amarilla, poco soluble en agua y soluble en etanol, es sin lugar a dudas el 
indol más importante de la glándula pineal y el de mayor estudio (Lerner y Case, 1959; 
Arendt, 1988, 1995; Ganguly y col., 2002; Stehle y col., 2002; Guerrero, y col., 2007).  
La ruta de síntesis de toda la serie de hidroxi y metoxiindoles en la glándula pineal, 
tales como la 5-HT y la propia melatonina, ha sido extensamente estudiada y descrita por 
varios autores (Quay, 1974; Klein 1979; Ebadi, 1984; Hernández Díaz y col., 2002; Singh 
y Jadhav, 2014). El primer paso en la biosíntesis de melatonina es la captación de su 
precursor, el triptófano, desde el torrente circulatorio. Este proceso se lleva a cabo en 
contra de un gradiente de concentración (Sugden, 1979). El triptófano es hidroxilado en 
la posición 5 del anillo indólico, reacción catalizada por la enzima triptófano hidroxilasa 
(TPH; Lovenberg y col., 1967). El 5-hidroxitriptófano formado es rápidamente 
transformado a 5-HT mediante una descarboxilación llevada a cabo por la enzima L-
aminoácido-aromático descarboxilasa. La 5-HT sufre una reacción de N-acetilación en 
su extremo amino catalizada por la enzima serotonina-N-acetil transferasa (SNAT), 
originando la 5-hidroxi-N-acetil serotonina (NAS), siendo éste el paso limitante en la 
biosíntesis de melatonina (Klein y Berg, 1970). La SNAT presenta diferencias cinéticas 
y estructurales con la arilamina-N-acetil transferasa (AANAT) existente en tejidos, como 
el hígado, sangre o la propia pineal (Voisin y col., 1960). Finalmente, la NAS es 
transformada en melatonina mediante una reacción de metilación del grupo hidroxilo 
situado en la posición 5 del anillo indólico, paso catalizado por la enzima hidroxindol-O-
metil-transferasa (HIOMT; Simmoneaux y Ribelayga, 2003; Lewczuk y col., 2014). Sin 
embargo, la síntesis de melatonina implica otras transformaciones químicas de menor 
magnitud que se llevan a cabo en forma paralela y no enmascaran la reacción principal 
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que lleva a la síntesis de melatonina. De todos estos productos formados en esta compleja 
cascada enzimática, es el ácido 5-hidroxindol acético el que se elimina a través de la orina, 
utilizándolo en clínica para investigar el comportamiento metabólico de índoles y por la 
tanto la producción de melatonina (Esq. 6). 
Esquema 6: Metabolismo indólico en la glándula pineal. El cuadro de la izquierda representa los 
principales pasos enzimáticos en la síntesis de melatonina, y evidencia esquemáticamente las 
variaciones diarias en la concentración de cada compuesto y la actividad de las enzimas 
implicadas. AADA: aminoácido aromático descarboxilasa; CoA: coenzima A; HIOMT: 
hidroxindol-O-metil-transferasa; MAO: monoaminoxidasa; NAT: N-acetiltransferasa; SAM: S-
adenosil metionina; SAH: S-adenosil homocisteína; TPH: triptófano hidroxilasa. Extraído de “La 
glándula pineal como transductor neuroendocrino” F. J. Hernández Díaz, J. J. Sánchez, P. Abreu 
González, R. Alonso Solís. Endocrinología y Nutrición. 2001. 
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En mamíferos, se han descrito 3 subtipos de receptores para melatonina: MT1, MT2 
y MT3 (Dubocovich y col., 2003; 2010). Los receptores MT1 y MT2, también 
denominados Mel1a y Mel1b, son receptores pertenecientes a la superfamilia de 
receptores acoplados a proteína G. Se ha clonado un tercer subtipo, Mel1c, que no se 
encuentra en mamíferos (Vanecek, 1998; Dubocovich y col., 2003). Los efectos de la 
unión de melatonina a su receptor son múltiples, siendo el principal efecto, la inhibición 
de la acumulación de adenosín monofosfato cíclico (AMPc) y de guanosín monofosfato 
cíclico (GMPc; Cardinali y Pevet, 1998). MT1 y MT2 inhiben la formación de AMPc, 
mientras que MT2 también inhibe la formación de GMPc. (Singh y Jadhav, 2014). Esta 
unión también ejerce una disminución del flujo de Ca2+ al citoplasma, inhibición de la 
conversión de ácido araquidónico y de la síntesis de prostaglandinas, además de una 
acción directa sobre calmodulina y otras proteínas celulares (von Gall y col., 2002). No 
se descarta la implicancia de receptores de melatonina intracelulares, teniendo en cuenta 
la naturaleza lipofílica de esta hormona, aunque este mecanismo no ha sido debidamente 
comprobado. Respecto al receptor MT3 (quinona reductasa II) se sabe que es un blanco 
molecular para medicamentos antipalúdicos, como la cloroquina. No está claro que 
cumpla todos los criterios de receptor acoplado a proteína G. Su activación estimula la 
hidrólisis de fosfoinositol (Duvocovich y col., 2003; 2010). Indirectamente, la melatonina 
podría funcionar a través de receptores huérfanos, como el caso del receptor huérfano del 
retinoide (ROR)  y la familia del receptor de retinoide Z (Nosjean y col., 2001). En 
glándula pineal de hámster, se ha evidenciado la coexpresión de los receptores de 
membrana tipo MT1, con los receptores nucleares ROR 1 (Tomás-Zapico y Coto-
Montes 2005).  
Teniendo en cuenta que la biosíntesis de melatonina pineal está regulada por el 
fotoperíodo, no es de extrañar que, tanto las actividades enzimáticas como los productos 
de las reacciones que catalizan, sufran variaciones circadianas (Reuss y col., 1996; 
Simmoneaux y Ribelayga, 2003). En todas las especies estudiadas, la producción y 
secreción de melatonina es mínima durante el día y se incrementa de forma brusca durante 
las horas de oscuridad (Forcada y col., 2000). Precisamente es este comportamiento 
rítmico y predecible de la luz ambiente la principal señal que sincroniza muchos ritmos 
biológicos internos, por ejemplo, la actividad reproductiva, adaptativa, la tasa metabólica, 
entre otros, en aquellos mamíferos fotoperíodo-dependientes (Fuentes y col., 1991; El 
Qandil y col., 2005; Guerrero y col. 2007). 
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La sincronización entre la biosíntesis de la hormona y el ciclo luz-oscuridad (L-O) 
ambiental se realiza fundamentalmente a través de la inervación periférica simpática. Así, 
se ha descrito un incremento nocturno en la concentración de NA liberada desde los 
terminales simpáticos durante la fase oscura del ciclo (Wurtman y Axelrold, 1974). 
También se reportó una pérdida del ritmo circadiano en la actividad de SNAT y 
disminución de los valores de melatonina pineal después de la ablación de la ruta neural 
iniciada en la retina (Reiter y col., 1979), o la evocación del mismo mediante la 
estimulación eléctrica de las neuronas del GCS (Chang y col., 1989). 
Durante la noche, el NSQ envía una señal nerviosa a la glándula pineal a través de 
la vía que, tras hacer sinapsis en el GCS, alcanza la glándula mediante las neuronas 
posglanglionares simpáticas, que descargan NA de forma masiva en las cercanías de las 
células pineales. El incremento en los valores nocturnos de NA en la glándula pineal 
conduce a un aumento en la expresión y actividad de la SNAT, y a un aumento en la 
síntesis y liberación de melatonina hacia la mitad de la fase oscura (Klein y col., 1992; 
Borigin y col., 1995). Consecuencia de ello es que la 5-HT, sustrato de la SNAT, presenta 
un marcado ritmo circadiano, con valores máximos durante la fase de luz, que descienden 
bruscamente durante la noche (King y col., 1984). Quizá como forma de paliar este 
déficit, la TPH, enzima limitante en la biosíntesis de la 5-HT, también incrementa su 
actividad durante la fase oscura (Hernández y col., 1994), reduciendo de igual forma las 
concentraciones nocturnas de triptófano (Sudgen, 1979). El ciclo L-O también afecta a la 
expresión de los receptores de NA presentes en el pinealocito (Pangerl y col., 1990). En 
este sentido, se ha descrito un ritmo circadiano en valores de ácido ribonucleico 
mensajero (ARNm) de los receptores b1 (Møller y col., 1997) y α1-adrenérgicos (Coon 
y col., 1997), con máximos hacia la mitad de la fase oscura, coincidiendo con los valores 
más elevados de unión para el receptor b1 (González-Brito y col., 1988). Durante el día 
las señales nerviosas procedentes de la retina alcanzan el NSQ a través del tracto 
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retinohipotalámico y deprimen su actividad disminuyendo así la producción y liberación 
de melatonina hasta concentraciones basales (Esq. 7). 
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Respecto a los péptidos y proteínas pineales, Pevet (1986) lo clasificó en tres clases: 
Péptidos y proteínas de clase I: AVP, OT, VIP, sustancia P, somatostatina, 
vasotocina, neurofisinas, 3-endorfinas, encefalinas. Estas sustancias corresponderían a las 
fibras nerviosas peptidérgicas originadas en otras estructuras cerebrales (Korf y Møller, 
1985). Serían neurotransmisores o neuromoduladores de efectos no fisiológicamente 
relevantes (Pevet, 1986). 
 Péptidos y proteínas clase II: hormona liberadora de melanocitos alfa, hormona 
hipotalámica inhibidora de la MSH, TRH, GnRH, hormona adrenocorticotrofina, 
hormona folículo-estimulante, hormona luteinizante, prolactina (Ebeis y Noteborg, 
1985). Esta serie de péptidos corresponderían a hormonas circulantes originadas en otros 
órganos endocrinos y acumuladas en la pineal y su función se asociaría al ejercicio del 
control (feedback) existente entre la epífisis y esos otros órganos de los que son 
originarias (Cardinali, 1981). 
Péptidos y proteínas clase III: aquí se situarían las sustancias específicamente 
sintetizadas por las células pineales y cuya función, según Pevet (1986), además de ser 
factores activos pineales, podría ser la de proteínas transportadoras de los indoles 
Esquema 7: Los axones de las células ganglionares se proyectan al núcleo supraquiasmático 
(SCN) a través del tracto retinohipotalámico (RHT) en el nervio óptico. Estas neuronas liberan 
glutamato y el polipéptido activador de la adenilato ciclasa pituitaria (PCACP) lo que causa el 
aumento de la expresión de genes relojeros. Para modular la producción de melatonina 
pineal, los axones de las neuronas SCN se proyectan al PVN del hipotálamo donde liberan 
ácido g-aminobutírico (GABA). Los cuerpos de células nerviosas en el PVN tienen axones que 
descienden a través del tronco encefálico y, finalmente, sinapsis de neuronas en la columna 
celular intermediolateral (ILCC), que son neuronas simpáticas preganglionares. Los axones de 
estas neuronas finalmente terminan en pinealocitos después de una sinapsis adicional en el 
ganglio cervical superior (SCG). La liberación de norepinefrina, que ocurre durante la noche, 
estimula la síntesis y liberación de melatonina. Esta se descarga en el sistema vascular 
sanguíneo y posiblemente también en el líquido cefalorraquídeo (LCR) del tercer ventrículo. 
Tanto la sangre como la melatonina del LCR tienen acceso rápido a las neuronas SCN donde 
actúa sobre los receptores MT1 y MT2. Esto significa que la melatonina influye en la velocidad 
de disparo de las neuronas SCN restableciendo el marcapasos circadiano y regulando 
procesos circadianos como el sueño. AANAT = N-acetiltransferasa de arilalquilamina; AC = 
adenilato ciclasa; AP = glándula pituitaria anterior; b1 = receptor beta-adrenérgico; CaMK = 
calmodulina quinasa; cAMP = monofosfato de adenosina cíclico; CREB = proteína de unión al 
elemento de respuesta cAMP; GS = proteína estimulante G; HIOMT = hidroxiindol-O-
metiltransferasa (también conocida como acetil-serotonina-O-metiltransferasa); NO = óxido 
nítrico; PKA = proteína quinasa A; PP = hipófisis posterior. Extraído y Modificado de 
“Melatonin: A multitasking molecule”. R. J. Reiter, Dun-Xian Tan, L Fuentes-Broto. Progress in 
Brain Research. 2010. 
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epifisarios de secreción. Destacan AVT, de propiedades oxitócícas y vasoactivas (Bowie 
y Herbert, 1976) y TSL, de débil acción antigonadotrópica (Vaughan y col., 1981). 
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PARTE B: CELULAS INTERSTICIALES Y CELULAS PIGMENTADAS 
 
Generalidades de las células intersticiales 
 Como hemos indicado previamente, estas células han recibido numerosas 
denominaciones a lo largo de los años, siendo la más aceptada en la actualidad la de CI, 
debido precisamente a su disposición entre los pinealocitos y sus prolongaciones. Calvo 
y col., (1988a) proponen definitivamente, en rata, el término “célula glial” para designar 
este segundo tipo de células parenquimatosas, dejando el término “astrocito” para las 
especies en que estas células son morfológicamente similares a los astrocitos del SNC 
(Vollrath, 1981; Karasek, 1983).  
La morfología de estas células fue estudiada en 1922 por Rio-Hortega a través de 
impregnación argéntica. En la actualidad, se las estudia mediante el uso de la microscopia 
electrónica, técnicas inmunohistoquímicas y de biología molecular. Las CI, son más 
pequeñas que los pinealocitos, sus núcleos se tiñen más intensamente y son ovalados, 
ligeramente alargados o triangulares, con cromatina condensada. A nivel ultraestructural, 
destaca en el citoplasma la presencia de numerosas mitocondrias, retículo endoplásmico 
granular bien desarrollado, depósitos de glucógeno, abundantes filamentos intermedios y 
prolongaciones citoplasmáticas largas y ramificadas que se conectan a otras 
prolongaciones de CI, pinealocitos o terminan frecuentemente en las proximidades de los 
vasos sanguíneos (Junqueira y Carneiro, 2003).  
Es característico de estas células gliales, la presencia de vacuolas citoplasmáticas 
(Calvo y Boya 1984b; Roa y del Sol, 2014). En algunas especies, es posible encontrar en 
su interior abundantes gránulos de pigmento y de glucógeno, como en el caso del conejo 
(Romijn, 1973a; Romijn y col., 1977). García-Mauriño y col. (1992) han detectado 
mediante inmunohistoquímica la presencia de factor de crecimiento nervioso en células 
gliales de la pineal de rata, apuntando un papel trófico y trópico de este tipo celular con 
respecto a la inervación simpática procedente del GCS. 
Tradicionalmente, y debido a su localización entre los pinealocitos, se les ha 
atribuido a estas células una misión de sostén similar a la de los astrocitos de SNC (López-
Muñoz, 1992a, b). Estas células, tienden a situarse con cierta preferencia en las 
proximidades de los espacios perivasculares. Numerosos investigadores describieron la 
tendencia que tienen los procesos citoplasmáticos de las CI a ubicarse en las cercanías de 
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los espacios perivasculares, por lo que se considera la posibilidad que estas células 
participen activamente en el intercambio de sustancias entre la glándula pineal y la sangre 
(Fig. 2; Møller y col., 1978; Sozos Pasozomenos 1983 Huang y col., 1984; Schachner y 
col., 1984; Cozzi, 1986; Calvo y col., 1988a, b; Boya y Calvo, 1993, Franco y col., 1997, 
Safwat, 2012).  
Marcadores proteicos de las células intersticiales 
*Proteína S-100 
La proteína S-100, ha sido objeto de extensa investigación desde que el primer 
miembro de esta familia de proteínas fue identificado por Moore (1965). Este investigador 
aisló una fracción subcelular del cerebro bovino, la cual contenía proteínas específicas, y 
una propiedad característica: era soluble en soluciones saturadas (100%) de sulfato de 
amonio a pH neutro, por lo que fue llamada S-100. Estudios posteriores demostraron que 
dicha fracción contenía dos componentes proteicos diferentes, estrechamente 
relacionados, y no específicos del cerebro: la proteína S-100A1 y la proteína S-100B 
Figura 2: Ultraestructura de la glándula pineal del hámster dorado. La micrografía muestra 
una célula intersticial (IC) y sus respectivos procesos citoplasmáticos (puntas de flecha) que 
separan grupos de pinealocitos (P). Magnificación 3700X. Extraído y modificado de 
“Interstitial and parenchymal cells in the pineal gland of the golden hamster. A combined 
thin-section, freeze-fracture and immunofluorescence study” Huang SK y col., (1984). Cell 
Tissue Res 235:327-337. 
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(Isobe y Okuyama, 1978, 1981). Ambos polipéptidos contenían dos dominios de unión al 
calcio de alta afinidad de tipo mano EF, unidos por una región bisagra. Posteriormente, 
se descubrió la existencia de varias otras proteínas S-100, como así también sus proteínas 
dianas. Hasta el momento, se encuentran descriptas 25 proteínas que constituyen la 
familia de proteínas S-100. 
Actualmente, se conoce que los genes que codifican la expresión de las proteínas 
S-100 en el hombre se encuentran repartidos en varios cromosomas. Trece proteínas S-
100 (S-100A1 a S-100A13) son codificadas por un grupo de genes ubicados en el 
cromosoma 1 (Zimmer y col., 1995; Schäfer y Heizmann, 1996; Donato, 1999), mientras 
que la proteína S-100B es codificada en el cromosoma 21q22.3 (Allore y col., 1988; 
Griffin y col., 1989) con una subsecuente sobre-expresión en el síndrome de Down. En 
tanto que el gen que codifica para S-100G; también conocida como calbindina D9k, se 
encuentra en el cromosoma X y es hasta el momento la única proteína S-100 monomérica 
(Jeung y col., 1994). Curiosamente, las bases de datos genómicas disponibles para las 
plantas, la levadura, el nematodo C. elegans y en moscas de género Drosophila, 
demuestran que las proteínas S-100 canónicas no se expresan en estos organismos, 
sugiriendo que las mismas son filogenéticamente nuevas (Donato, 2001).  
Todas las proteínas S-100 actúan en forma dimérica (Skelton y col., 1994), mientras 
que algunos miembros pueden tener formas activas tetraméricas, hexaméricas y 
oligoméricas (Ostendorp y col., 2007; Kiryushko y col., 2006; Leukert y col., 2006; 
Moroz y col., 2002, 2003; Xie y col., 2007). Estas proteínas ejercen diferentes roles 
regulatorios dentro de la célula y también actúan, luego de ser liberadas al espacio 
extracelular, sobre numerosas células blanco (Donato, 2001; 2003; Santamaría-Kisiel y 
col., 2006; Donato y col., 2009). Algunos miembros de la familia de proteínas S-100 
además de unirse al calcio, pueden unirse al zinc con relativa alta afinidad (Zimmer y 
col., 1995; Schäfer y Heizmann, 1996; Donato, 1991; 1999), S-100B y S-100A5 pueden 
hacerlo con el cobre (Nishikawa y col., 1997; Schäfer y col., 2000). 
Muchas de las funciones de estas proteínas, al ser ligadoras de calcio, dependen de 
su acción como segundo mensajero. En general, las funciones dependientes del calcio se 
pueden agrupar en: 
 Regulación de la fosforilación mediada por proteínas quinasas. 
 Modulación de la actividad enzimática. 
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 Promoción de la homeostasis del calcio. 
 Mantenimiento de la forma y movilidad celular. 
 Regulación del crecimiento y diferenciación celular. 
 
A pesar de las múltiples funciones dependientes de calcio ejercidas por la proteína 
S-100, no todos sus efectos dependen de este catión. Así, se han descripto numerosas 
funciones independientes de calcio como, por ejemplo: la proteína S-100A1 puede unirse 
y estimular la actividad de adenilatociclasa (Fano y col., 1989), S-100A4 incrementa la 
apoptosis dependiente de p53 en tumores (Chen y col., 2001), entre otros. 
El mayor número de interacciones que las proteínas S-100 tienen dentro de las 
células, son con los componentes del citoesqueleto, incluyendo dentro de ellos a las 
tubulinas, los filamentos intermedios de actina, miosina y tropomiosina. Por ejemplo, la 
proteína S-100B controla el ensamblaje-desensamblaje de los microtúbulos (Sorci y col., 
1998) y de los filamentos intermedios (Rambotti y col., 1990; Sorci y col., 1998; Frizzo 
y col., 2004), entre los cuales se encuentran los filamentos de desmina y de GFAP.  
A nivel extracelular, las acciones de las proteínas S-100 incluyen:  
 Acción neurotrófica. 
 Efectos tóxicos en trastornos neurodegenerativos. 
 Acción sobre el comportamiento cognitivo. 
 Regulación de procesos inflamatorios. 
 Rol en la coagulación sanguínea. 
 
En células gliales, han sido reportadas diferentes funciones extracelulares de 
algunos miembros de la familia de proteínas S-100, en especial S-100B. La proteína S-
100B en concentraciones nanomolares posee efectos neurotróficos, estimulando la 
extensión/crecimiento del cilindroeje o axón (Kligman y Marshak, 1985; Winningham-
Major y col., 1989), la supervivencia de neuronas durante el desarrollo (Bhattacharyya y 
col., 1992; Whitaker-Azmitia y Azmitia, 1994; Ueda y col., 1995) y luego de una injuria 
(Barger y col., 1995), previene la degeneración de las motoneuronas en ratas recién 
nacidas luego de la sección del nervio ciático (Iwasaki y col., 1997). En contraste, los 
niveles micromolares extracelulares de la proteína S-100B tienen efectos deletéreos, 
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principalmente al inducir apoptosis en varios tipos celulares cultivados in vitro (Hu y col., 
1997; Fulle y col., 2000).  
Elevados niveles de S-100B se han detectado en cerebros de pacientes con 
Sindrome de Down y con enfermedad de Alzheimer (Whitaker-Azmitia y col., 1997). S-
100B ha sido implicada en la modulación del aprendizaje y la memoria. Se demostró que 
la inyección de un antisuero de proteína (anti-S-100) en el cerebro de la rata causa déficit 
de memoria para tareas que implican transferencia de destreza (Murakami y col., 1995), 
aprendizaje de laberinto (Tulchinsky y col., 1993) y reflejo alimentario condicionado 
(Uozumi y col., 2000), y la inyección en el hipocampo inhibió la potenciación a largo 
plazo (Lee y col., 1992). De acuerdo con estos estudios, la S-100B extracelular jugaría 
un rol en los procesos de memoria, pero el mecanismo por el cual actuaría no está 
dilucidado.  
Se ha propuesto que varios miembros de S-100 desempeñan un papel en la 
inflamación, actuando tanto dentro como fuera de las células. La expresión de S100A8 y 
S100A9 está restringida a neutrófilos y macrófagos activados, células endoteliales en la 
epidermis en el curso de la psoriasis y trastornos malignos, y en células microgliales 
residentes activadas en procesos inflamatorios cerebrales y en la enfermedad de 
Alzheimer, como así también en lesiones cerebrales isquémicas (Kerkhoff y col., 1998). 
La proteína S-100A10, podría desempeñar un papel regulatorio en la vía extrínseca 
de la coagulación sanguínea uniéndose al plasminógeno y estimulando el activador del 
plasminógeno de tipo tisular (t-PA) ya sea solo o formando complejo con anexina II 
(Kassam y col., 1998). 
* Proteína Glio-Fibrilar Acídica (GFAP) 
Inicialmente GFAP fue aislada como una proteína altamente concentrada en placas 
desmielinizadas de cerebros con esclerosis múltiple y luego se encontró que estaba 
asociada inmunohistoquímicamente con astrocitos reactivos en dichas placas y en otros 
contextos patológicos (Eng y col., 1970; Eng y col., 2000). GFAP pertenece a la familia 
de filamentos intermedios de clase III, que incluyen a la vimentina, entre otros, y es 
considerada el principal filamento intermedio hallado en los astrocitos maduros del SNC 
(Eng y col., 1970, 1971, 2000; Uyeda y col., 1972; Bignami y col., 1972; Pekny y Pekna, 
2004; Oshima, 2007). En el hombre está constituida por 432 residuos aminoacídicos y se 
encuentra codificada por un gen ubicado en el cromosoma 17q21.1-q25, el cual da lugar 
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a la formación de tres isoformas del ARNm de GFAP: α, β y γ. La forma α es la que 
predomina en el SNC, la β en el SNP (Eng y col., 2000; Reeves y col., 1989). El ARNm 
de GFAP γ se ha encontrado tanto en tejidos del SNC como en otros, incluyendo la 
médula ósea y el bazo de ratón (Brenner, 1994). Condorelli y col. (1999) han informado 
sobre la posible existencia en cerebro de rata de un nuevo ARNm para la isoforma GFAP 
 que difiere en el dominio carboxi-terminal. 
Uyeda y col. (1972) prepararon inicialmente el anticuerpo de conejo anti-GFAP 
humana. Desde entonces, este anticuerpo se ha convertido en un marcador para la 
identificación inmunohistoquímica de los astrocitos, para estudiar sus diferentes aspectos, 
como así también diferentes poblaciones celulares relacionadas con ellos (Hajós y Bascó, 
1984; Hajós y Halasy, 1998). 
A nivel astrocitario, las funciones de GFAP no han sido completamente dilucidadas. 
Es conocido el papel de esta proteína en la modulación de la movilidad y forma 
astrocitaria al proveer estabilidad estructural a los procesos celulares (Eng y col., 2000). 
Algunos estudios sugieren que GFAP está involucrada en el mantenimiento a largo plazo 
de la arquitectura cerebral (Liedtke y col., 1996), en el adecuado funcionamiento de la 
barrera hemato-encefálica (Liedtke y col., 1996; Pekny y col., 1998), como así también 
en la modulación de algunas funciones neuronales (McCall y col., 1996; Shibuki y col., 
1996). Por otro lado, se ha propuesto que GFAP y vimentina, son requeridos para la 
adecuada formación de las cicatrices gliales luego de una injuria en el SNC (Pekny y col., 
1999; Sofroniew, 2009). GFAP se encuentra relacionada con el síndrome de Alexander, 
una enfermedad neurodegenerativa en la cual se describió una mutación de esta proteína 
(Quinlan y col., 2007; Eriksson y col., 2009). 
* Vimentina 
Esta proteína, junto a GFAP, desmina y periferina, forma parte de los filamentos 
intermedios de clase III (Oshima, 2007). Es el principal filamento intermedio que se 
encuentra en células gliales inmaduras (Dahl y col., 1981), como así también en células 
de origen mesenquimatoso (Lehtonen y col., 1985), aunque también es utilizada como 
proteína marcadora de otras células y tejidos en desarrollo (Ivaska y col., 2007). 
Vimentina se expresa durante el desarrollo del sistema nervioso de ratón en numerosas 
células astrogliales siendo luego gradualmente reemplazada por GFAP en la mayoría de 
TESIS DOCTORAL EN BIOQUIMICA_____________________________________INTRODUCCION 
 
LIC. FABRICIO BUSOLINI 31 
 
estas células (Duprey y Paulin, 1995). Sin embargo, puede existir un subgrupo de células 
astrogliales que expresa ambos filamentos intermedios. 
Vimentina participa en una serie de funciones críticas para el organismo, siendo su 
principal función el mantenimiento de la integridad celular y tisular (Fuchs y Weber, 
1994; Nieminen y col., 2006). Además de actuar como soporte estructural, vimentina 
participa en los procesos de adhesión y migración de diferentes tipos celulares, mediante 
su interacción con integrinas, moléculas de adhesión, y con proteínas citoesqueléticas de 
entrecruzamiento (Homan y col., 1998; Correia y col., 1999; Gonzalez y col., 2001; 
Tsuruta y Jones, 2003; Kreis y col., 2005; Ivaska y col., 2005; Nieminen y col., 2006). 
También es capaz de interaccionar con varias proteínas que participan en la señalización 
celular (Sin y col., 1998; Janosch y col., 2000; Tzivion y col., 2000; López-Egido y col., 
2002; Runembert y col., 2002; Ivaska y col., 2005; Perlson y col., 2005; Yang y col., 
2005) y modular el posicionamiento de organelas como las mitocondrias (Tang y col., 
2008). Por otra parte, vimentina participa en la apoptosis a través del secuestro de 
diferentes factores reguladores (Yang y col., 2005; Schietke y col., 2006), como en la 
inmunodefensa, activando células del sistema inmune innato (Ivaska y col., 2007) y 
regulando la localización celular de componentes virales (Stefanovic y col., 2005; 
Bhattacharya y col., 2007). Se ha informado sobre el rol de la vimentina en la reparación 
y recombinación del ácido desoxirribonucleico (Wang y col., 2000; Tolstonog y col., 
2000, 2001a, b; López-Egido y col., 2002).  
Generalidades de las células pigmentadas 
La presencia de pigmentos pineales ha sido reportada en diferentes especies de 
mamíferos. Las CP suelen encontrase a lo largo de todo el parénquima pineal, pero 
generalmente suelen presentarse en las cercanías de los vasos sanguíneos y algunas veces 
en las inmediaciones de la cápsula (Calvo y col., 1988; 1992; Bhatnagar y Hilton, 1994; 
Regodón y col., 1998; Redondo y col., 2003). Estas células presentan gránulos de 
pigmento que exhiben un color marrón claro u oscuro. Dichos gránulos pueden 
blanquearse con peróxido de hidrógeno o ácido per-acético y presentar una intensa 
reacción argentafín, la cual puede ponerse de manifiesto mediante el método de plata de 
Masson Fontana (Calvo y col., 1988; 1992) La reacción de 3,4-dihidroxifenilalanina 
(DOPA) oxidasa también es positiva (Calvo y col., 1992). A nivel ultraestructural, estas 
células presentan un núcleo redondeado u oval con pequeños y abundantes cúmulos de 
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heterocromatina, con uno o dos nucléolos. El citoplasma es rico en organelas, se observan 
abundantes y pequeñas mitocondrias, el retículo endoplásmico granular está bien 
desarrollado y el complejo de Golgi presenta numerosas vesículas (Fig.3; Calvo y col., 
1988, 1992; Bathnagar y Hilton 1994). A medida que la edad avanza, estos acúmulos de 
pigmentos extracelulares se incrementan gradualmente, volviéndose más concentrados y 
presentan una tonalidad más clara (Koshy y Vettivel, 2001b). Además de las CP, los 
gránulos de pigmentos pueden encontrarse tanto en pinealocitos (Calvo y col., 1992; Gil 
y col., 2005) como en CI (Regodón y col., 1998; Redondo y col., 2003).  
 
 
  
Figura 3: Ultraestructura de una célula pigmentada en glándula pineal de gato macho. La 
micrografía muestra una célula pigmentada con abundantes pre-melanosomas y 
melanosomas distribuidos en su citoplasma. Magnificación 22000X. Extraído y modificado 
de “Presence of Melanin in the Cat Pineal Gland” Calvo JL y col., (1992). Acta Anat; 145:73-
78. 
TESIS DOCTORAL EN BIOQUIMICA_____________________________________INTRODUCCION 
 
LIC. FABRICIO BUSOLINI 33 
 
PARTE C: RITMOS BIOLÓGICOS, FOTOPERÍODO Y MELATONINA 
 
Ritmos biológicos: definición y clasificación   
Los ambientes terrestres presentan características cíclicas, es decir que debe existir 
una armonización temporal entre los ciclos ambientales y la ritmicidad biológica 
(Marques y col., 1997). La rotación y traslación de la tierra dotan al medio que nos rodea 
de una ritmicidad en las condiciones de luz y temperatura. Así, cuando el ambiente se 
modifica, las especies deben adaptarse a él. Estos cambios conllevan una serie de 
comportamientos como las migraciones, la reproducción estacional o el ajuste del período 
de actividad al período óptimo del día. Esta dependencia temporal de la conducta tiene 
detrás una compleja regulación fisiológica que lleva a una mejor adaptación de los 
organismos al medio en el que viven. 
Los “ritmos biológicos” se definen como la recurrencia de fenómenos dentro de un 
sistema biológico a intervalos regulares (Mora y Sanguinetti, 2004). Estos ritmos suponen 
una adaptación frente al medio y una vez establecidos, son generados por el propio 
organismo independientemente de las variables externas (García Fernández, 1998).  
En condiciones constantes de luz y temperatura los ritmos manifiestan su frecuencia 
intrínseca (frecuencia en curso libre o free running). Según su frecuencia en curso libre 
los ritmos biológicos se clasifican en (García Fernández, 1998): 
  Ritmos de frecuencia alta (período en curso libre < 30 min.). Como por 
ejemplo el latido cardíaco y la frecuencia respiratoria.  
 
  Ritmos de frecuencia media (período en curso libre entre 30 min y 6 días):  
• Ritmos ultradianos (entre 30 min y 20 h). Como las fases del sueño de 
ondas lentas y sueño paradójico. 
• Ritmos circamareales (aproximadamente 12 h). Las especies costeras 
presentan ritmicidad circamareal que afecta diferentes conductas.  
• Ritmos circadianos (20 - 28 h). El ciclo sueño-vigilia, la liberación de 
melatonina y la temperatura presentan patrones rítmicos circadianos. 
• Ritmos infradianos (28 h - 6 días). Por ejemplo, el nivel de las hormonas 
de la glándula adrenal tiene ritmo infradiano. 
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  Ritmos de frecuencia baja (período en curso libre > 6 días) 
• Rritmos circalunares (aproximadamente 29 días). El ciclo sexual 
femenino y la reproducción en animales de zona intermareal se dan con 
ritmos circalunares. 
• Ritmos circanuales (aproximadamente 365 días). Las especies de 
reproducción estacional, la migración, la hibernación y la estivación 
presentan un patrón rítmico de estas características.  
De acuerdo a la dependencia de factores externos, los ritmos pueden clasificarse en: 
 Ritmos exógenos: son aquellos que requieren de un mecanismo cíclico 
ambiental para poder expresarse; 
 Ritmos endógenos: son aquellos que se expresan aun en ausencia de la 
ciclicidad ambiental. 
Los componentes de un ritmo biológico se pueden analizar mediante una función 
sinusoidal (Esq. 8). Los parámetros que definen un ritmo son los siguientes (García 
Fernández, 1998): 
 El Período, es el intervalo de tiempo entre dos puntos iguales de ritmo. 
 El valor medio o mesor, es la media aritmética de todos los valores 
obtenidos dentro de un ciclo. Es el valor alrededor del que oscila la 
variable. 
 La amplitud, es la diferencia entre el valor máximo (o mínimo) y el valor 
medio de una oscilación. 
 La fase, es el valor de una variable en un momento dado. La acrofase es el 
momento en el que la variable alcanza el valor máximo a lo largo del 
período. Mientras que la batifase es cuando la variable alcanza su valor 
mínimo. Para caracterizar la fase normalmente se determina el mapa de 
fases. Es una representación de las acrofases de los distintos ritmos e indica 
la relación temporal entre los distintos procesos fisiológicos, apareciendo 
con una secuencia característica dentro de un ciclo secuencia característica 
dentro de un ciclo.  
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La luz: el principal sincronizador externo del ritmo circadiano 
Los ritmos circadianos se caracterizan por generarse de forma endógena y por su 
capacidad de ajustarse a las condiciones ambientales externas caracterizadas 
principalmente por el fotoperíodo. El fotoperíodo es el agente sincronizador más potente 
de los ritmos circadianos (Benstaali y col., 2001). En el sistema circadiano, la actividad 
se basa en el funcionamiento de relojes biológicos que miden el tiempo y “son puestos en 
hora” por un sincronizador externo o zeitgeber.  En condiciones de oscuridad constantes 
el periodo de los ritmos se desvía de las 24 horas. En animales nocturnos el período de 
los ritmos circadianos es mayor en condiciones de luz continua que en condiciones de 
oscuridad continua, mientras que, en animales diurnos, entre ellos el hombre, el período 
permanece igual o se acorta en condiciones de luz continua, comparado con el período en 
condiciones de oscuridad continua (Benstaali y col., 2001; Meijer, 2001). 
En mamíferos, el principal reloj biológico se localiza en el hipotálamo ventral, más 
precisamente en NSQ. La información de la luz se transduce a información nerviosa que 
se transmite desde las células ganglionares retinianas al NSQ. En mamíferos los 
receptores que captan la información de intensidad luminosa se encuentran en la retina. 
Pero estos fotorreceptores especializados no son conos ni bastones, sino neuronas de la 
capa ganglionar que contienen un fotopigmento basado en la opsina y la vitamina A, que 
se denomina melanopsina. Este fotopigmento tiene un pico de sensibilidad cerca de los 
480 nm (Cermakian y Sassone-Corsi, 2002; Erren y col., 2003; Foster, 2004). Estas 
Esquema 8. Algunos componentes de un ritmo biológico: periodo, amplitud, acrofase y 
mesor, expresados en una función sinusoidal. Extraído de “La cronofarmacología: un nuevo 
aspecto a considerar en la variabilidad de la respuesta terapéutica”. G Tamosurias y M 
Toledo. Archivos de Medicina Interna. 2010. 
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neuronas proyectan al NSQ a través del tracto RHT. Si se lesiona este tracto no 
desaparecen los ritmos en curso libre pero sí la sincronización con el fotoperiodo externo, 
lo que muestra que la información del fotoperiodo llega al reloj endógeno a través de esta 
vía nerviosa (Morin, 1994). Los neurotransmisores del tracto RHT son los aminoácidos 
excitadores, aspartato y glutamato, que estimularían las neuronas del NSQ en presencia 
de luz (Rusak y Bina, 1990; Morin, 1994). Se ha observado que la concentración 
extracelular de glutamato en los alrededores del NSQ presenta una variación circadiana 
(Honma y col., 1996). La administración de agonistas glutamatérgicos mimetiza la curva 
de fase respuesta producida por los pulsos de luz y, la de antagonistas del ácido N-metil-
D-aspártico anula el efecto del glutamato sobre el NSQ (Ding y col., 1994). 
Melatonina 
La glándula pineal juega un papel importante como fototransductor neuroendocrino 
circadiano. Los cambios regulados fotoperiodicamente en el perfil de secreción de 
melatonina son utilizados por los animales para coordinar un amplio rango de eventos 
fisiológicos que varían con la estación, entre los que se destacan la función reproductiva, 
el sueño, la hibernación, el humor o el estado de ánimo y el sistema inmune (Arendt, 
1986; Urbanski, 1999). El fotoperíodo es un potente estímulo ambiental que afecta la 
reproducción en numerosas especies de roedores (Bronson, 1989). 
 La glándula pineal modula numerosos ritmos biológicos al ciclo L-O del ambiente 
al generar un ritmo diario y anual de secreción de melatonina. Normalmente la hormona 
es secretada durante la fase de oscuridad del día y su producción está relacionada con la 
longitud de la noche (Arendt, 1986). La oscilación diaria en la producción de melatonina 
es generada por la acetilación de serotonina mediada por una enzima específica AANAT. 
El paso final de la síntesis de melatonina es catalizado por la enzima HIOMT.  
El ritmo circadiano de melatonina está influido por la edad, ya que las diferencias 
día-noche en la concentración de melatonina son de 3 a 5 veces más marcadas en los niños 
y son menores en ancianos. La estación del año también afecta al ritmo circadiano de 
melatonina, en verano el comienzo de la secreción de melatonina se adelanta una hora y 
en invierno se retrasa. Otros factores que afectan al ritmo circadiano de melatonina son 
el ciclo menstrual, el tiempo diario de exposición al sol, el consumo de algunos fármacos 
como β-bloqueantes o benzodiacepinas, estrés o el ejercicio (Ariznavarreta y col., 2002). 
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 Finalmente, como en todo sistema de regulación, es importante tener en cuenta 
los mecanismos de retroalimentación. Los pinealocitos poseen sitios de unión a esteroides 
gonadales (Cardinali y col., 1983). Las marcadas variaciones en los niveles de esteroides 
gonadales alteran el funcionamiento de esta glándula, aunque de modo diferente en 
machos y hembras; en general la testosterona tiene un efecto estimulante sobre el 
metabolismo pineal.  
La melatonina ejerce distintas acciones en el organismo: 
 Regula los ritmos circadianos endógenos: La administración exógena de 
melatonina sincroniza los ritmos circadianos que se encuentran en curso 
libre. Entre ellos el ritmo circadiano de la actividad de las neuronas del NSQ, 
ésta sincronización se produce a través de los receptores de alta afinidad 
para la melatonina existentes en este núcleo. En humanos, la administración 
de melatonina sincroniza los ritmos de temperatura, sueño/vigilia y el de la 
melatonina endógena. La curva de respuesta de fase es una imagen especular 
de la que producen los pulsos de luz. (Cassone y col., 1986; Reiter, 1993; 
Vanecek, 1998). 
 Regula los ritmos circanuales: Bajo fotoperíodos naturales, la duración del 
pico nocturno de melatonina es directamente proporcional a la duración del 
periodo de luz. El fotoperíodo cambia con las estaciones del año, siendo las 
noches más cortas en verano y más largas en invierno, y, en consecuencia, 
los picos de melatonina duran menos en verano que en invierno. En animales 
de reproducción estacional, la melatonina regula el tamaño de los órganos 
sexuales, la secreción de hormonas asociadas con la fisiología reproductiva 
y el ciclo estral (Reiter y col., 1993; Moore, 1999). 
 Regula la sensibilidad a la luz en la retina: La melatonina participa en la 
regulación de las variaciones diarias de fotorreceptores y de la función de 
epitelio pigmentado, regula la cantidad de luz que llega al receptor 
controlando el movimiento de los melanosomas en el epitelio pigmentado 
(Vanecek, 1998). 
 Está implicada en la regulación de la función vascular y de la secreción 
hormonal (Vanecek, 1998). 
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 Tiene una importante función como agente antioxidante y protector frente a 
los radicales libres (Poeggeler y col., 1993). 
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PARTE D: ANTECEDENTES EN NUESTRO LABORATORIO 
 
Desde hace cuatro décadas, nuestro grupo de trabajo estudia al Lagostomus 
maximus maximus (vizcacha). Los numerosos antecedentes sobre reproducción y 
adaptación en animales de vida silvestre y la importancia que tienen las señales 
ambientales en la sincronización de dichos procesos, nos llevaron al estudio del efecto de 
la iluminación natural (fotoperíodo) en este roedor de particulares hábitos nocturnos. Las 
fluctuaciones en los parámetros ambientales tales como: longitud del fotoperiodo, 
temperatura, disponibilidad hídrica y de alimentos, agentes estresores e interacciones 
sociales, modifican la conducta fisiológica y comportamental de la vizcacha. 
Este roedor habita en madrigueras construidas en la profundidad del suelo y sólo 
durante el crepúsculo y las horas de la noche abandona sus cuevas para alimentarse. 
Durante este breve período de exposición, la luz actúa sobre el sistema regulador 
intrínseco de esta especie habituada a la penumbra y a la oscuridad durante la mayor parte 
del día. En el verano, la vizcacha recibe una señal lumínica de mayor intensidad y 
duración con respecto a los meses invernales. Esto permitió plantear el interrogante 
respecto a si la luz ambiental provocaba, en este animal nocturno, un mayor efecto en 
relación a otros roedores de hábitos diurnos. 
Los estudios realizados en el Lagostomus maximus maximus macho permitieron 
comprobar que los cambios anuales en la longitud del fotoperíodo constituyen la señal 
primaria para la sincronización del ciclo reproductivo.  
La glándula pineal del Lagostomus fue objeto de numerosos estudios morfológicos 
y bioquímicos en nuestro laboratorio (Guzmán y col., 1980, 1983; Domínguez y col., 
1987; Pelzer y col., 1999; Cernuda-Cernuda y col., 2003; Gil y col., 2005; Calderón y 
col., 2008). Durante el verano la glándula mostró una escasa actividad celular de los 
pinealocitos y en los meses de invierno exhibieron un gran desarrollo de sus organelas 
(Guzmán y col., 1983; Domínguez y col., 1987; Cernuda-Cernuda y col., 2003). Además, 
el estudio de las enzimas reguladoras de la síntesis de melatonina determinó que bajo el 
régimen natural del ciclo L-O (Invierno L10-O14; verano L14-O10) la actividad de 
HIOMT fue mayor durante la noche (Guzmán y col., 1980) y, a lo largo del año, presentó 
un significativo incremento de actividad durante el invierno (Pelzer y col., 1999).  Por 
otro lado, Gil y col., (2005) demostraron que las actividades de las enzimas AANAT y 
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HIOMT eran significativamente superiores en vizcachas hembras grávidas respecto a las 
no gravidas. Se ha reportado que el sistema adrenérgico podría estar involucrado en el 
ciclo diario que activa la síntesis de melatonina pineal (Calderón y col., 2008). Se ha 
observado que existen ritmos diarios en la secreción de melatonina de origen pineal y 
retiniana. Dos picos fueron registrados, el máximo en la fase de oscuridad y el mínimo 
en la fase de luz. Además, se encontraron variaciones estacionales en la concentración de 
melatonina sérica, con valores máximos en invierno y mínimos en verano (Calderón y 
col., 2001). Estudios en retina han demostrado diferencias en la distribución de los 
gránulos que contienen melanina. Durante la noche, cuando los niveles de melatonina 
retiniana son máximos, los gránulos se encuentran agregados, mientras que durante el día 
se presentan dispersos. También se describió la existencia de un ciclo diario de 
renovación de los fotorreceptores y variaciones diarias en la unión específica de 2-[125I]-
iodomelatonina. Estos resultados sugirieron que en la retina las interacciones entre 
melatonina y los sitios de unión pueden ser responsables de la regulación de los cambios 
morfológicos diarios observados en este órgano (Calderón y col., 2002).  
Los órganos integrantes del eje reproductivo pineal-hipófisis-gonadal y adaptativo 
pineal-hipófisis-adrenal, fueron estudiados morfológica y bioquímicamente. En ellos se 
demostró la acción reguladora del fotoperíodo natural y moduladora de la actividad pineal 
(Scardapane y col., 1983; Mohamed y col., 1994, 1995, 2000; Muñoz y col., 1997, 1998, 
1999, 2001; Ribes y col., 1999; Aguilera-Merlo y col., 2005a, 2005b; Filippa y col., 2005; 
2008; Gil y col., 2005, 2007; Pérez-Romera y col., 2005, 2010; Filippa y Mohamed, 
2006a, 2006b, 2008, 2010; Rodríguez y col., 2007, 2013; Acosta y col., 2009; 2010, 2011, 
2013; Chaves y col., 2011, 2012; Cruceño y col., 2012, 2016; Rosales y col., 2016; Gallol 
y col., 2018).  
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Los antecedentes anteriormente mencionados en vizcacha, principalmente 
aquellos relacionados con glándula pineal, sumados a los diferentes interrogantes 
respecto a las funciones de las CI y CP y a sus posibles variaciones en relación a la 
estacionalidad, edad y sexo, nos indujeron a plantear las siguientes hipótesis de trabajo: 
 
“Las células intersticiales de la glándula pineal de 
vizcacha exhiben variaciones citológicas e 
inmunohistoquímicas estacionales, sugiriendo una 
activa participación en la función glandular”. 
 
“Las células pigmentadas de la glándula pineal de 
vizcacha se modifican en relación a los esteroides 
gonadales”. 
 
 
  
Shawn Thornthon “Solar Scars and Scrying Discs” 2006 
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Objetivo general:  
 Estudiar las células intersticiales y células pigmentadas de la glándula pineal 
en un modelo de reproducción estacional fotoperíodo dependiente 
(vizcacha; Lagostomus maximus maximus), y su participación en la función 
glandular. 
 
Objetivos específicos: 
 Describir las características histológicas a nivel óptico y ultraestructural de 
la glándula pineal de vizcachas machos adultas en forma estacional. 
 
 Analizar las células intersticiales de la glándula pineal utilizando como 
marcadores las proteínas S-100, GFAP y vimentina.  
 
 Estudiar las células intersticiales de glándula pineal de vizcachas machos 
inmaduros sexualmente y comparar sus características con animales adultos.  
 
 Estudiar las características histológicas de las células intersticiales de la 
glándula pineal durante la preñez. 
 
 Analizar las probables variaciones morfométricas de las células 
intersticiales de la glándula pineal y su relación con los pinealocitos.  
 
 Analizar las células pigmentadas en la glándula pineal de vizcachas machos 
y hembras mediante la aplicación de diferentes técnicas histológicas. 
 
 
 
 
  
Shawn Thornthon “The Cryptogram of The Sun” 2007 
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PARTE A: MODELO EXPERIMENTAL 
En el presente Trabajo de Tesis Doctoral, el modelo animal utilizado fue el 
Lagostomus maximus maximus, comúnmente conocido como vizcacha (Fig. 4). 
Distribución Geográfica  
La vizcacha, es un roedor autóctono sudamericano. Su distribución abarca la región 
de las Pampas y las regiones semiáridas del Monte y Chaqueña de Argentina, y el sur de 
Bolivia y Paraguay. Se encuentra principalmente en las extensas regiones llanas del centro 
del País y en la Mesopotamia (Llanos y Crespo, 1954; Jackson, 1989; Redford y 
Eisenberg, 1992). En la provincia de San Luis, la presencia de este roedor se observa en 
toda la amplitud de su territorio.   
La vizcacha pertenece al género Lagostomus y a la especie maximus. Su ubicación 
taxonómica es la siguiente:  
CLASE: Mammalia 
ORDEN: Rodentia 
 SUBORDEN: Hystricomorpha 
SUPERFAMILIA: Chinchilloidea 
FAMILIA: Chinchillidae 
GENERO: Lagostomus 
ESPECIE: Lagostomus maximus 
 SUBESPECIE: Lagostomus maximus maximus 
 
 
 
TESIS DOCTORAL EN BIOQUIMICA_____________________________MATERIALES y METODOS 
 
LIC. FABRICIO BUSOLINI 46 
 
Figura 4: Fotografía de un ejemplar macho adulto de Lagostomus maximus maximus. 
 
Aspecto Externo 
El Lagostomus es uno de los roedores más grandes del territorio argentino. Presenta 
un peso y tamaño variado; los machos adultos pueden pesar entre 4.000 a 8.000 g y medir 
de 65 a 80 cm de longitud. Las hembras son de menor tamaño y su peso oscila entre 2.000 
y 5.000 g. La cabeza es grande y achatada inferiormente, el hocico es corto, presentando 
largos y gruesos anexos pilosos, posee ojos grandes y orejas ovaladas de mediano tamaño. 
En la boca se observan cuatro incisivos, dos superiores y dos inferiores, ambos pares 
largos y anchos. El cuerpo es fornido y robusto. Las extremidades anteriores son cortas y 
terminan en manos pequeñas con cuatro dedos, las cuales están provistas de uñas bien 
desarrolladas y adaptadas para excavar. Las extremidades posteriores están muy 
desarrolladas, con fuerte musculatura y poseen tres dedos. Es interesante destacar el 
notorio desarrollo de la uña del segundo dedo de la pata, la cual probablemente el animal 
utilice para desplazarse con mayor facilidad dentro de las madrigueras subterráneas. La 
cola es encorvada y se caracteriza por presentar un plano de autonomía entre la quinta y 
sexta vértebra, por dónde puede cortarse en caso de quedar trabada. Su superficie basal 
es almohadillada lo que le permite utilizarla como un miembro más. El pelaje presenta 
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características especiales, los pelos se agrupan en tufos de 20 a 30 unidades cada uno y 
se distinguen dos clases: unos largos y fuertes; otros cortos, suaves y numerosos. El color 
y la textura del pelo varían con el sexo, edad del animal y con la época del año (Quintanilla 
y col., 1973). En general, es suave, corto y sin ondulaciones, siendo más suave y denso 
en el invierno que en el verano. Su coloración es grisácea y heterogénea, con un ligero 
jaspeado de color crema. Las regiones laterales del cuerpo son más claras y la parte 
interna de los miembros es blanca. En la cabeza se observa una franja de color blanca que 
la recorre casi ininterrumpidamente por debajo de los ojos, hasta la base de las orejas. 
Resalta una franja negra, más notable en el macho que en la hembra, que se origina del 
hocico y se dirige hacia atrás. La frente es oscura, negruzca, con dos manchas centrales, 
alargadas de color blanco. Los miembros son de color gris, generalmente más oscuros en 
las extremidades. La cola es castaño-grisácea en su porción dorsal, es más clara en los 
costados y es castaña en la región ventral. Las hembras son ligeramente más grises que 
los machos y de una textura más suave.   
Hábitat y alimentación  
La madriguera donde habitan una o más vizcachas recibe el nombre de vizcachera, 
la cual presenta un piso limpio, firme y liso. En lugares de escasa vegetación, la ubicación 
y orientación de éstas es indistinta, en tanto que en sitios arbolados están dispuestas 
próximas a troncos y raíces (Bontti y col., 1999). En general, la vizcachera presenta 
numerosas bocas de entrada, túneles de comunicación y cámaras de residencia; formando 
una estructura de disposición laberíntica subterránea. Cuando varios ejemplares habitan 
una vizcachera se habla de una familia. Estas están constituidas por un número variable 
de individuos, habiéndose encontrado familias de hasta 40 miembros. Para referirse a 
varias familias se utiliza el término de colonia, las cuales son regidas por un macho líder, 
el cual presenta el mayor tamaño y robustez, y se lo denomina vizcachón. El conjunto de 
vizcacheras habitadas por una colonia recibe el nombre de vizcacheral.  
La vizcacha, al ser un roedor exclusivamente herbívoro, se alimenta con la 
vegetación que encuentra en las proximidades a las vizcacheras. Pueden alimentarse de 
especies cultivables como el maíz o competir con animales domésticos por el forraje en 
las zonas ganaderas. Los daños que ocasionan al alimentarse bajan notablemente el 
rendimiento de cultivos y campos de pastoreo. Cada animal puede consumir por día 
aproximadamente 2.500 g de vegetales. Por otra parte, las vizcacheras suelen cubrir un 
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área extensa de 20 a 300 m de diámetro y son construidas a una profundidad de 0,5 a 2 m 
por debajo del nivel del suelo; disminuyendo así la superficie apta para la siembra o el 
pastoreo. 
Sentidos, hábitos y actividades  
El sentido más desarrollado que posee este roedor es el oído. Este favorece en gran 
medida al animal en la búsqueda de protección frente al peligro. Ante situaciones de 
riesgo, se establece entre ellos una comunicación a través de gruñidos, los cuales se 
transmiten de cueva en cueva, y los mantienen resguardados en sus madrigueras hasta 
que desaparece la amenaza. Presentan un sentido de cooperación notable, al igual que un 
gran sentido de orientación. Se ha observado que un ejemplar herido en las proximidades 
de una cueva es ayudado por otros a penetrar en misma.  
Durante la época de celo pueden ocurrir contactos agresivos, de lo contrario son 
pacíficas y es frecuente observar vizcachas alimentándose en grupos, lo que confirma sus 
hábitos gregarios. La actividad diaria de estos animales está regulada por fotoperíodo 
natural. Durante las horas de luz permanecen en sus madrigueras, alternando momentos 
de descanso y actividad. Al llegar el crepúsculo y durante la noche, abandonan las 
vizcacheras para alimentarse. Sin embargo, este comportamiento se modifica en función 
de los peligros que se presenten (Llanos y Crespo, 1954; Branch, 1993; Weir, 1971b). 
Edad y dimorfismo sexual 
El cálculo de la edad individual ha sido un problema complejo para resolver y varios 
pueden ser los métodos y recursos para calcular la edad de un mamífero. Sin embargo, 
ninguno de ellos es perfecto y totalmente satisfactorio. La mayoría de las veces se 
expresan como edades relativas, siendo las absolutas muy difíciles de calcular. Llanos y 
Crespo (1954) para calcular la edad relativa de las vizcachas, optaron por utilizar como 
principal parámetro el peso del animal, debido a que este es un valor prácticamente de 
evolución continua a través de la vida de cada ejemplar. En los machos el peso corporal 
aumenta desde el momento del nacimiento (200 g) hasta el estado adulto (8.000 g), 
alrededor de 40 veces, mientras que el largo total aumenta 3,2 veces (de 22,5 a 81,6 cm). 
En las hembras que son menos corpulentas, el aumento del peso corporal es algo menor, 
aproximadamente unas 25 veces (de 200 a 5.000 g), y el largo total aumenta unas 2,9 
veces (de 25,5 a 73,5 cm). En las vizcachas macho y hembra se han establecido tres 
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categorías de edades, teniendo en cuenta principalmente el peso corporal. Para los 
machos, se consideraron dentro de la categoría A jóvenes o impúberes (200 a 1.999 g), a 
los ejemplares recién nacidos y hasta el primer año de vida aproximadamente, que es 
cuando presumiblemente están en condiciones de entrar en actividad sexual; categoría B 
semiadultos o prepúberes (2.000 a 4.999 g), comprende desde el año de vida hasta los 3 
años aproximadamente y categoría C adultos (de 5.000 g en adelante), los cuales pueden 
alcanzar hasta los 7 u 8 años de edad. En las hembras, se aplicó el mismo criterio variando 
los límites de los pesos debido al menor desarrollo físico de las mismas. Por lo tanto, las 
vizcachas jóvenes A (200 a 1.499 g) se consideraron desde su nacimiento hasta los 8 
meses de edad, que generalmente coincide con la iniciación de su actividad sexual; 
semiadultas B (1.500 a 3.499 g) a partir de los 8 meses hasta alrededor de los 2 años de 
edad y finalmente las adultas C (de 3.500 g en adelante) desde esa época hasta los límites 
de máxima edad, posiblemente de 5 a 6 años. 
La vizcacha presenta un marcado dimorfismo sexual en cuanto al tamaño corporal. 
Los machos manejan pesos comprendidos entre los 4500 a 8000 g y las hembras entre 
2000 a 5000 g. El pelaje es más oscuro en los machos y la textura más suave en las 
hembras. Los genitales en los machos son externos y las hembras pueden distinguirse 
también por la presencia de dos pares de mamas torácicas ubicadas lateralmente. 
Reproducción 
La vizcacha hembra es un animal monoestral, que se aparea, gesta y pare sólo una 
vez al año. Nacen generalmente dos crías bien desarrolladas, rara vez una y 
excepcionalmente tres. En cautiverio, el roedor se vuelve poliestral y el ciclo estral dura 
entre 40 y 45 días aproximadamente, en tanto que la gestación tiene una duración media 
de 153,7  0,5  días (Weir, 1971b). 
En su hábitat natural la etapa de celo transcurre durante la segunda mitad del mes 
de marzo. Las manifestaciones del celo se aprecian a través de la actividad demostrada 
por ambos sexos, en especial por los machos cuyas luchas adquieren grandes 
proporciones, encontrándose toda la colonia en un estado de gran excitación. El 
apareamiento transcurre dentro de la vizcachera. Durante el otoño se observan los 
primeros estadíos de preñez. Se pueden formar hasta 6 embriones en cada oviducto, de 
los cuales la mayoría son reabsorbidos alrededor del día 70 de gestación, y sólo los 
embriones implantados más cerca del cérvix son los que permanecen y cumplen todo el 
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ciclo (Weir, 1971b, Roberts y Weir, 1973; Jensen y col., 2008). Una particularidad 
reproductiva de este roedor, es la formación continua de folículos pre-ovulatorios durante 
la preñez y un evento de pseudo-ovulación en la mitad del ciclo gestacional, con 
generación de cuerpos lúteos secundarios accesorios que retienen el oocito y presentan 
actividad esteroidogénica (Jensen y col., 2008; Dorfman y col., 2013; Fraunhoffer ycol., 
2017). Como la gestación se extiende por un período de cuatro meses, estos cuerpos lúteos 
secundarios aportarían niveles significativos de PG que impedirían la reabsorción de 
todos los fetos (Jensen y col., 2008). Esto es interesante porque se opone a lo descripto 
clásicamente en la mayoría de las hembras de mamíferos, donde el eje hipotálamo-
hipofisario-gonadal sufre un proceso de inhibición durante la gestación debido al efecto 
de neurotransmisores inhibitorios como el ácido gamma-aminobutírico (Adler y Crowley, 
1986; Herbison y Dyer, 1991) y a esteroides gonadales como el estradiol (E2) y la 
progesterona (PG; Wildt y col., 1981; Beshay y Carr, 2013). De igual modo que el 
apareamiento, el nacimiento se produce en forma subterránea. Las crías al nacer presentan 
un estado completo de desarrollo físico, característica sobresaliente de los histricomorfos. 
Pesan aproximadamente 200 g, están cubiertas completamente de pelos y se independizan 
con cierta rapidez. Posiblemente se alimenten de leche materna sólo las primeras semanas 
de vida ya que es frecuente observar pasto en el estómago de ejemplares jóvenes. Desde 
el punto de vista de la estrategia reproductiva, la vizcacha produce una sola camada al 
año, posee un bajo potencial reproductivo y pubertad avanzada. Las hembras conciben 
por primera vez a una edad promedio de 214 días, mientras que los machos alcanzan la 
madurez sexual entre los 12 y 17 meses (Jackson, 1989). 
  
TESIS DOCTORAL EN BIOQUIMICA_____________________________MATERIALES y METODOS 
 
LIC. FABRICIO BUSOLINI 51 
 
PARTE B: METODOLOGÍAS Y TÉCNICAS UTILIZADAS 
 
Aspectos éticos sobre el manejo de animales de experimentación  
Los protocolos experimentales desarrollados fueron evaluados y aprobados por el 
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de la Facultad de Química, 
Bioquímica y Farmacia de la Universidad Nacional de San Luis (Res. Nº 10/2014). 
Además, el Área de Control de Biodiversidad del Ministerio del Medioambiente de la 
provincia de San Luis (Argentina) aprobó el protocolo de estudio para llevar a cabo 
investigaciones científicas en la provincia (Res. Nº 47-PBD-2015 y Res. N° 18-PMA-
2018). La manipulación y sacrificio de los animales fueron realizados en conformidad 
con los estándares internacionales de uso de animales de experimentación, definidos en 
la Guía para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del Instituto Nacional de Salud 
de los Estados Unidos. Los procedimientos fueron diseñados para optimizar las muestras 
y minimizar el número de animales utilizados y el sufrimiento. Los tejidos no utilizados 
para el desarrollo de esta Tesis Doctoral, como las glándulas hipófisis, harderiana, 
adrenales, retina, testículo, epidídimo, glándulas anexas del sistema genital masculino y 
ovario, fueron utilizados por otros miembros del equipo de investigación.   
Captura y mantenimiento de animales  
Las vizcachas fueron capturadas en las proximidades de la ciudad de San Luis (33º 
20’ de latitud Sur y 760 m de altitud). La captura de los animales se realizó con un sistema 
de trampas rectangulares (120 x 25 cm) con puertas batientes diseñadas a tal fin y 
ubicadas estratégicamente en las bocas de las vizcacheras. Los animales fueron 
trasladados al bioterio y tratados con hexaclorociclohexano para eliminar los 
ectoparásitos de su pelaje. Se sacrificaron inmediatamente o se mantuvieron en cautiverio 
un corto tiempo.  
Los valores estacionales medios de irradiación solar, expresados como heliofanía 
(H), de precipitación (en mm) y de temperatura (en ºC) fueron provistos por el Servicio 
Meteorológico Nacional San Luis. En invierno se observaron los valores más bajos de 
heliofanía, precipitación y temperatura (Tabla 1).  
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Tabla 1: Condiciones ambientales estacionales 
 
Los animales fueron clasificados en base al peso corporal y condición reproductiva. 
En los machos, la condición reproductiva fue determinada por el estudio histológico de 
los testículos. Se trabajó con los siguientes grupos:  
 
 Vizcachas machos adultas capturadas en verano.  
 Vizcachas machos adultas capturadas en otoño.  
 Vizcachas machos adultas capturadas en invierno. 
 Vizcachas machos adultas capturadas en primavera. 
 Vizcachas machos inmaduros sexualmente capturadas en verano e inicios 
del otoño. 
En las hembras, la condición reproductiva fue determinada por el estudio 
histológico de los ovarios. Adicionalmente, los cuernos uterinos fueron examinados para 
evaluar la presencia de embriones y/o fetos. Estos criterios fueron aplicados previamente 
en nuestro laboratorio (Gil y col., 2005). Se trabajó con los siguientes grupos: 
 Vizcachas hembras adultas no preñadas. Fueron capturadas en verano e 
inicio del otoño. 
 Vizcachas hembras adultas en preñez inicial. Fueron capturadas en otoño y 
presentaron dos o más embriones de entre 1 a 3 cm de largo desde cabeza a 
cola incluida. 
 Vizcachas hembras adultas en preñez media. Fueron capturadas en inverno 
y presentaron dos fetos de entre 10 a 14 cm. 
 Vizcachas hembras adultas en preñez final. Fueron capturadas en primavera 
y presentaron dos fetos de más de 22 cm. 
PARAMETROS VERANO OTOÑO INVIERNO PRIMAVERA 
HELIOFANIA, (H) 9,38 7,09 6,82 9,09 
PRECIPITACION, (mm) 90 27 11 58,5 
TEMPERATURA, (ºC) 22 13 12 19,66 
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Anestesia, eutanasia y obtención de muestras  
Los animales fueron anestesiados mediante inyección intramuscular con una 
combinación de 12 mg/kg clorhidrato de Ketamina (Ketamina 50; Holliday-Scott® 
Buenos Aires, Argentina) y 0,4 mg/kg de clorhidrato de Xilazina (PharmaVet® S.A. 
Santa Fe, Argentina). Una vez anestesiados, se tomaron muestras de sangre por punción 
cardíaca. Posteriormente, las vizcachas fueron rápidamente sacrificadas por inyección 
intracardiaca de 0,25 ml/kg peso corporal de Euthanyle® (pentobarbital sódico, 
difenilhidantoína sódica, Brouwer S.A., Buenos Aires, Argentina). El cerebro fue 
rápidamente expuesto y se extrajo la glándula pineal, la cual fue fijada y procesada para 
microscopía óptica o electrónica de transmisión.  
Fijación y cortes histológicos para microscopia óptica   
Luego de la extracción, las glándulas pineales se fijaron en Líquido de Bouin, 
empleado de rutina en el procesamiento de las muestras para microscopía óptica y 
preparado de la siguiente forma:  
 
Solución saturada de ácido pícrico                           19 ml  
Formol al 40%                                                            5 ml  
Ácido acético glacial                                                  1 ml  
 
Las glándulas se fijaron entre 18 y 24 h, se deshidrataron en concentraciones 
crecientes de alcohol etílico (50º, 70º, 96º y 100º), fueron aclaradas en xileno y finalmente 
incluidas en parafina. Cortes de 5 μm de espesor fueron realizados con un micrótomo de 
rotación Microm HM 325.  
 
Técnicas histológicas generales   
*Coloración de Hematoxilina-Eosina (H-E)  
Preparación de los colorantes:  
Hematoxilina de Harris: 
Hematoxilina                                                              1 g                            A  
Alcohol etílico 100º                                                   10 ml  
Alumbre de potasio                                                     20 g                         B  
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Agua destilada                                                            400 ml  
Óxido amarillo de mercurio                                        0,5 g                        C  
 
Disolver A y llevar B a ebullición. Luego, agregar A sobre B y finalmente C, 
lentamente.  Hervir la mezcla durante 3 min. Enfriar y adicionar 4 ml de ácido acético 
por cada 100 ml de solución. Usar previa filtración.  
Eosina:  
Eosina amarilla                                                           1 g  
Agua destilada                                                            100 ml  
Técnica: Para procesar los cortes histológicos realizados y recogidos en 
portaobjetos, se empleó el siguiente esquema de trabajo: 
 
Xileno                                                                         5 min  
Xileno                                                                         5 min  
Alcohol etílico 100º                                                    5 min  
Alcohol etílico 96º                                                      5 min  
Alcohol etílico 70º                                                      5 min  
Agua destilada                                                             lavado  
Hematoxilina                                                               30 a 45 seg  
Agua corriente                                                             Hasta viraje de color  
Agua destilada                                                             lavado  
Eosina                                                                          5 a 7 seg  
Agua destilada con gotas de ácido acético                  lavado  
Alcohol etílico 70º                                                      5 min  
Alcohol etílico 96º                                                      5 min  
Alcohol etílico 96º                                                      5 min  
Alcohol etílico 100º                                                    5 min  
Alcohol etílico 100º                                                    5 min  
Xileno                                                                         5 min  
Xileno                                                                         5 min  
Montaje con ENTELLAN  
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*Tinción de Van Gieson (vG)  
Solución de Van Gieson: 100 ml de solución acuosa saturada de ácido pícrico y 10 
ml de fucsina ácida al 1%. 
Técnica: Se procedió de la misma forma que la técnica de H-E hasta el paso de H2O (d). 
Luego: 
 
Hematoxilina                                                               1 min 
Agua corriente hasta viraje de color 
Lavar con H2O (d) 
Solución de van Gieson 2- 5 min 
Lavar con H2O (d) 
Alcohol etílico 70º                                                      5 min  
Alcohol etílico 96º                                                      5 min  
Alcohol etílico 96º                                                      5 min  
Alcohol etílico 100º                                                    5 min  
Alcohol etílico 100º                                                    5 min  
Xileno                                                                         5 min  
Xileno                                                                         5 min  
Montaje con ENTELLAN  
 
Técnicas histoquímicas 
*Hematoxilina-Acida Fosfotúngstica Modificada (PTAHM) 
Preparación de los reactivos: 
Eosina: 
Eosina Y                                                                       0,5 g  
Alcohol etílico 80º                                                       10 g  
H2O (d) 500 ml 
Solución de Trabajo: 10 ml de stock añadir 50 µl ácido acético glacial antes del uso. 
 
Solución de ácido fosfotúngstico y hematoxilina (PTAH):  
Hematoxilina                                                                0,5 g  
Ácido Fosfotúngstico                                                   10 g  
H2O (d) 500 ml 
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Disolver los productos sólidos en porciones separadas de H2O (d). La hematoxilina 
se disuelve más rápido con la ayuda de calor. Después de que se enfrié se puede combinar 
con la mezcla de ácido fosfotúngstico y H2O (d). El proceso de maduración requiere 
ordinariamente varias semanas, pero si se añade 0,088 g de permanganato potásico, el 
colorante madurará inmediatamente. 
 
Solución de permanganato de potasio al 0.25% 
Solución al 1% de ácido periódico  
Solución de ácido oxálico al 5%. 
 
Técnica: Desparafinar e hidratar los portaobjetos hasta alcohol etílico 80º   
Colorear los portaobjetos con eosina  15 seg 
Lavar en H2O (d) 
Colocar los portaobjetos en ácido periódico 1%         20 min 
Lavar en H2O (d) 
Oxidar con permanganato de potasio al 0,25 %          2-5 min   
Lavar en H2O (d)                                
Blanquear en ácido oxálico hasta decoloración           5 min aprox. 
Lavar en H2O (d) 
Colorear con solución de PTAH en estufa a 60 ºC      30-90 min  
           
Nota: Revisar sucesivamente los portaobjetos cada 30 minutos. (Se puede dejar en 
solución PTAH toda la noche a temperatura ambiente). 
 
Deshidratar en alcohol etílico 96º y luego 100º           5 min  
Nota: La deshidratación debe ser rápida porque se puede remover la coloración (Se 
comienza desde alcohol etílico 96º). 
Aclarar y montar 
*Método de Masson-Fontana para la determinación de melaninas 
Las glándulas pineales extraídas fueron fijadas en formol al 10% e incluidas en 
parafina. Se utilizaron cortes de 4 µm de espesor. 
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Soluciones y reactivos  
 Solución de NO3Ag al 10 %. 
 Solución de Stock de NO3Ag: agregar NH4OH gota a gota a 25 ml de 
NO3Ag al 10 % hasta que quede un ligero precipitado formado previamente. 
 Solución de trabajo de NO3Ag: Solución stock de NO3Ag (25ml), agua 
destilada (75ml). Filtrar si es necesario. 
 Solución de trabajo Cl4Au: solución Cl4Au al 1% (10 ml), H2O (d). 
 
Técnica:  Desparafinar e hidratar en H2O (d) 
Colocar los cortes en la solución de trabajo NO3Ag a 56 ºC durante 2 h 
Lavar en H2O (d) 
Colocar los cortes en solución de trabajo Cl4Au por 1 minuto 
Lavar en H2O (d) 
Colocar los cortes en una solución de Tiosulfato de Sodio al 5% por 1 minuto 
Lavar en H2O (d) 
Contrastar con Rojo Nuclear Rápido. 
Lavar en H2O (d) 
Deshidratar, aclarar y montar 
*Método de Schmorl para lipofucsinas y melanina 
Las glándulas pineales extraídas fueron fijadas en formol al 10% e incluidas en 
parafina. Se utilizaron cortes de 4 µm de espesor. 
Soluciones y reactivos 
 Solución stock de cloruro férrico al 1 %. 
 Solución stock de ferricianuro de potasio al 1 % recién preparada. 
 Solución de trabajo: solución de cloruro férrico al 1% (37,5 ml), solución 
de ferricianuro de potasio al 1% (5,0 ml) y agua destilada (7,5ml). 
 
Técnica:  Desparafinar e hidratar en H2O (d) 
Colocar los cortes en la solución de trabajo por 20 min 
Lavar en agua corriente 
Tratar con ácido acético al 1 % por 5 minutos 
Contrastar con la tinción de van Gieson. 
Lavar en H2O (d) 
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Deshidratar, aclarar y montar 
*Método para decoloración de melaninas 
Se utilizaron cortes de 4 µm de espesor obtenidos a partir de glándulas pineales 
fijadas en formol al 10 % e incluidos en parafina. 
 
Técnica: Cortes coloreados con el método de Schmorl se tratan con permanganato de 
potasio acidificado al 5 % por 30 minutos 
Lavar en H2O (d) 
Tratar las secciones con ácido oxálico al 1 % por 5- 10 minutos 
Deshidratar, aclarar y montar 
 *Método para DOPA-Oxidasa 
Las glándulas pineales fueron fijadas en glutaraldehído al 25% por 6 h y luego se 
seccionaron en porciones más pequeñas. Las secciones fueron colocadas en una solución 
al 0.1 % de DL- DOPA (DL 3-4 dihidroxifenilalanina, Sigma), en buffer fosfato 0.1 M, 
pH 7.4) y conservada a 4 ºC en refrigerador por toda la noche. A la mañana siguiente, las 
secciones fueron incubadas por 1-2 h a 37 ºC en una solución nueva con la misma 
composición previamente descripta. Posteriormente, las secciones de tejido fueron 
deshidratadas en alcohol, aclaradas en tolueno e incubadas en parafina. 
 *Método del Rojo de Alizarina para Calcio (Pearse, 1960) 
Se utilizaron cortes de 4 µm de espesor obtenidos a partir de glándulas pineales 
fijadas en formol al 10 % e incluidos en parafina. 
 
Técnica:  Llevar los cortes a H2O (d) 
Teñir en una solución acuosa de rojo de alizarina S al 1 % durante 3-5 min. 
Lavar con H2O (d) 
Contrastar los núcleos con azul de toluidina al 0.1 % durante 1 min 
Lavar con H2O (d) 
Deshidratar, aclarar y montar 
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Técnicas inmunohistoquímicas 
*Técnica Inmunohistoquímica (Método Estreptavidina-Biotina-Peroxidasa)  
Preparación de los reactivos:  
*Buffer Fosfato Salino (PBS) 0,01M; pH 7,4  
Preparación solución stock:  
Na2HPO4.12 H2O                                                        4,03 g  
(o Na2HPO4. 7 H2O)                                                   3,00 g  
NaH2PO4. H2O                                                           0,23 g  
H2O (d)                                                                       100 ml  
Preparación solución de trabajo:  
Solución stock                                                            100 ml  
Agua destilada                                                            900 ml  
Cloruro de sodio                                                         8 g  
 
Recuperación antigénica:  
*Buffer Citrato 0,01M; pH 6,00  
Preparación solución stock:  
Ácido Cítrico (C6H8O7)                                              19,2 g  
Disolver en 500 ml de agua destilada  
Controlar pH y ajustar con hidróxido de sodio 2 N.  
Completar con agua destilada hasta 1000 ml  
 
Preparación solución de trabajo:  
Solución Stock                                                            50 ml  
H2O (d)                                                                       450 ml  
Controlar pH  
 
Técnica: La recuperación antigénica se realizó utilizando el calor de un horno microondas 
a máxima potencia (800 watts). Los portaobjetos se colocaron en una cubeta que contenía 
el buffer citrato, la cual se introdujo en el microondas. Durante 3 min a máxima potencia, 
seguido de un descanso de 10 minutos dentro del microondas, un nuevo ciclo de 3 min a 
máxima potencia y con un descanso de 10 minutos fuera del microondas, se completó la 
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recuperación antigénica. Los portaobjetos luego se lavaron en PBS para poder continuar 
con la técnica de inmunohistoquímica.  
Técnica Inmunohistoquímica: Los cortes histológicos se recogieron en portaobjetos 
previamente gelatinizados o silanizados, y luego se procedió a su desparafinado e 
hidratación, de forma similar a lo previamente descripto en la técnica de H-E hasta el paso 
del agua destilada. El esquema se continúa de la siguiente manera:  
 
 Recuperación antigénica  
 Bloquear la actividad de la peroxidasa endógena: incubar con agua 
oxigenada (H2O2) al 3 %: 15 a 20 min  
 Lavar en PBS  
 Incubar con el anticuerpo primario en cámara húmeda (temperatura y 
tiempo de incubación dependientes del anticuerpo primario utilizado)  
 Lavar en buffer PBS  
 Incubar con el anticuerpo secundario biotinilado: 30 min en cámara 
húmeda  
 Lavar en buffer PBS  
 Incubar con el conjugado estreptavidina-peroxidasa: 30 min en cámara 
húmeda  
 Lavar en buffer PBS  
 Revelar con solución de 2,5 ml de buffer, 50 μl de H2O2 y 100 μl de DAB 
(3,3’-diaminobencidina): realizando el control microscópico hasta la 
aparición de un depósito de color marrón dorado en las zonas de 
localización del antígeno  
 Contrastar con hematoxilina  
 Deshidratar y montar  
 
Los anticuerpos primarios utilizados para marcar las CI de la glándula pineal fueron 
los siguientes (Fig. 5):  
 Anti-Proteína S-100 (Policlonal Nº. AR058-5R. Ready to use. BioGenex, 
San Ramón, CA, USA).   
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 Anti-Proteína Glio-Fibrilar Acídica (Policlonal Nº. AR020-5R. Ready to 
use. BioGenex, San Ramón, CA, USA).  
  Anti-Vimentina (Clon V9. Nº. AM074-5M. Ready to use. BioGenex, San 
Ramón, CA, USA).  
 
 
  Para confirmar la especificidad del procedimiento inmunohistoquímico (control 
negativo), se procesaron cortes histológicos adyacentes como se describió previamente, 
pero el anticuerpo primario fue reemplazado por buffer PBS y suero normal para control 
negativo (BioGenex, San Ramón, CA, USA). En ninguno de estos controles se 
observaron estructuras o células inmunopositivas (Fig. 3 E-F). Los controles positivos 
para S-100 y GFAP fueron realizados utilizando cortes histológicos de cerebelo de rata. 
Para vimentina se utilizaron cortes histológicos de piel de rata, tal como indica el 
fabricante. Estos controles, fueron procesados por la técnica inmunohistoquímica 
previamente descripta. En los cortes se cerebelo, se observó la inmunomarcación en las 
Figura 5: Anticuerpos primarios utilizados para el estudio inmunohistoquímico 
de las células intersticiales en glándula pineal de vizcacha. 
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células de naturaleza glial (Fig. 6 A-C). Respecto a vimentina, la positividad se exhibió 
en la dermis, donde las células mostraron una inmunomarcación intensa (Fig. 6 D).  
 
*Doble-inmunohistoquímica para las proteínas S-100 y GFAP  
Esta técnica fue utilizada para analizar la coexpresión de las proteínas S-100 y 
GFAP en las CI de la glándula pineal. 
Figura 6: Controles de la técnica inmunohistoquímica. A) La fotomicrografía muestra una 
sección de cerebelo de rata inmunomarcada con GFAP. Sustancia blanca (SB) y capas de 
sustancia gris: 1, capa de células glomerulares 2, monocapa de células de Purkinje y 3, capa 
molecular. B y C) inmunohistoquímica para las proteínas GFAP y S-100, respectivamente. D) 
inmunomarcación para vimentina en piel de rata. E) y F) cortes de cerebelo de rata y glándula 
pineal de vizcacha usados como control negativo. Escala de barras: A y D, 100 μm; B, C, E y 
F, 25 μm. 
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Técnica: los cortes histológicos se recogieron en portaobjetos previamente gelatinizados 
o silanizados y se procedió en forma análoga a la técnica de inmunohistoquímica 
previamente descripta para el primer anticuerpo primario (anti-GFAP). Posteriormente, 
para utilizar el segundo anticuerpo primario (anti-Proteína S-100), se continuó de la 
siguiente manera:  
Lavar los cortes en buffer glicina-HCl (pH: 2-2,2; 0,1M). Tres lavados de 10 
minutos a 20ºC  
Lavar en buffer PBS  
Incubar con el segundo anticuerpo primario en cámara húmeda.  
Lavar en buffer PBS  
Incubar con el anticuerpo secundario biotinilado: 30 min en cámara húmeda  
Lavar en buffer PBS  
Incubar con el conjugado estreptavidina-fosfatasa alcalina: 30 min en cámara 
húmeda  
Lavar en buffer PBS  
Revelar con 100 μl de New Fuchsin Chromogen Kit (BioGenex, Nº de 
Catálogo HK 183-5K) hasta la aparición de un precipitado fucsia.  
Contrastar con hematoxilina  
Lavar en agua corriente  
Montar con medio de montaje acuoso permanente (SuperMount, BioGenex)  
Los cromógenos DAB y New Fuchsin fueron seleccionados para la visualización 
de los antígenos porque su combinación de colores genera un buen contraste. El sitio de 
reacción del primer anticuerpo primario (anti-GFAP) fue revelado siguiendo el 
procedimiento descripto en la sección inmunohistoquímica, usando DAB como 
cromógeno. Mientras que la localización de la proteína S-100 fue revelada con el 
cromógeno New Fuchsin.  
Análisis morfométrico  
Se utilizó un microscopio binocular Olympus BX 40 conectado a una computadora 
con procesador de imagen y sistema de grabación. Las imágenes se capturaron mediante 
una videocámara color Sony SSC-DC5OA y se procesaron con el software Image Pro 
Plus 5.0 (Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA). El software permitió el siguiente 
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procesamiento de las imágenes: adquisición, ajuste análogo automático, substracción de 
fondo, calibración de distancia y diferentes mediciones.  
 Adquisición de imágenes: Los cortes histológicos procesados con la técnica 
de inmunohistoquímica para las diferentes proteínas fueron recorridos en 
banda griega, adquiriéndose y guardándose imágenes de cada uno de los 
campos microscópicos examinados.  
 Calibración de distancia: Se realiza para conocer el tamaño de los objetos 
enfocados en el microscopio y observados a través del monitor de la 
computadora. Esta calibración se realizó para cada una de los objetivos (2X, 
4X, 10X, 40X, 100X) del microscopio. Para este procedimiento se empleó 
un portaobjetos con una escala micrométrica para microscopía de 2 mm 
(Reichert, Austria).  
 Manejo de imágenes: Todas las imágenes obtenidas se almacenaron en el 
disco duro de la computadora y en unidades de almacenamiento portátiles 
(pendrives, CD, DVD), y posteriormente se analizaron los diferentes 
parámetros. Las mismas se observaron sobre el monitor de la computadora 
y antes de comenzar las mediciones se definió el área estándar o de 
referencia (AR). Para imágenes capturadas con el objetivo de 40X, el AR 
fue de 18.141,82 μm2.  
 
Parámetros morfométricos analizados  
El análisis morfométrico de las CI fue realizado a partir de tres cortes histológicos 
regularmente espaciados (50 μm) y utilizando cuatro glándulas pineales por cada grupo 
estudiado. En cada sección se analizaron 20 campos microscópicos, 10 provenientes de 
la región proximal y 10 de la distal, seleccionados en forma aleatoria. Finalmente, se 
obtuvieron datos de 120 campos microscópicos por cada grupo analizado. Los parámetros 
morfométricos utilizados fueron los siguientes: 
 Porcentaje de área inmunopositiva para S-100 (%AI-S-100), el cual fue 
calculado mediante la fórmula %AI-S-100 = ΣAI-S-100 / ΣAR × 100, donde ΣAI-S-100 
representa la sumatoria de las áreas ocupadas por las células inmunomarcadas con anti-
S-100; ΣAR es la sumatoria del área de referencia en todos los campos microscópicos.  
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 Porcentaje de área inmunopositiva para GFAP (%AI-GFAP), el cual fue 
calculado mediante la fórmula %AI-GFAP = ΣAI-GFAP / ΣAR × 100, donde ΣAI-
GFAP representa la sumatoria de las áreas ocupadas por las células inmunomarcadas con 
anti-GFAP; ΣAR es la sumatoria de áreas de referencia en todos los campos 
microscópicos.  
Vimentina fue expresada en CI y estructuras vasculares, por este motivo el análisis 
morfométrico no fue realizado para esta proteína.  
 Porcentaje de células inmunorreactivas contra la proteína S-100 con un 
núcleo visible (%CI-S-100), fue determinado en un promedio de 120 campos 
microscópicos por región en cada grupo de estudio. Por campo, el porcentaje de células 
inmunorreactivas fue obtenido de acuerdo a la siguiente formula A / (A+B) x 100. Cada 
campo presentó entre 90 y 110 células. El número de células S-100 inmunorreactivas (A) 
y el número de núcleos en células inmunonegativas (B) fue contado. Un objetivo de 40X 
fue utilizado para las observaciones. 
 Porcentaje de células pigmentadas (%CP) fue determinado en un promedio de 
120 campos microscópicos por glándula pineal en cada grupo de estudio. Por campo, el 
porcentaje de CP fue obtenido de acuerdo a la siguiente fórmula A / (A+B) x 100. Cada 
campo exhibió entre 90 y 110 células. Se contó el número de CP (A) y el número de 
células restantes del parénquima (B, pinealocitos y CI) utilizado un objetivo de 40X. 
 
Análisis estadístico  
Los resultados se expresaron como media ± error estándar de la media (ESM) para 
todos los parámetros analizados. Los datos fueron analizaron mediante el test no 
paramétrico de Kruskal-Wallis. Mientras que las comparaciones entre dos grupos fueron 
realizadas mediante el test no paramétrico de Mann-Whitney. Diferencias con un valor 
de p<0,05 se consideraron estadísticamente significativas. El software InfoStat versión 
2011 (Di Rienzo y col., 2011) fue utilizado para el análisis estadístico de los parámetros 
morfométricos. 
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Técnica de microscopía electrónica  
*Microscopía electrónica de transmisión (MET) 
Las pineales fueron prefijadas in situ mediante el agregado de la solución fijadora 
de Karnovsky (1965) y seccionadas en bloques pequeños (2 mm3). Luego de estar 
inmersos durante 30 min en esa misma solución, estos bloques se seccionaron en trozos 
de menor tamaño (1 mm3) y se continuó con el protocolo de rutina para el procesamiento 
de muestras para MET: primera fijación por inmersión en Karnovsky, segunda fijación 
en tetróxido de osmio, deshidratación en acetonas de graduación creciente, infiltración 
con resina de baja viscosidad, entacado, polimerización, cortes finos y ultrafinos en 
ultramicrótomo, contraste y observación al MET.  
 
Soluciones buffer utilizadas  
1) Buffer fosfato de sodio 0,13 M, pH 7,2;                                            
NaH2PO4.H2O                                                             0,51 g  
Na2HPO4.12 H2O                                                        3,55 g  
H2O (d)                                                                        100 ml  
Ajustar el pH a 7,2 
 
2) Buffer cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,3-7,4; 
Na(CH3)2AsO3.3H2O                                                   21,40 g  
H2O (d)                                                                        1000 ml  
Ajustar el pH entre 7,3-7,4 
 
*Mezcla fijadora 
Se utilizó una mezcla fijadora y diferentes tiempos de fijación con el fin de 
encontrar las condiciones óptimas de trabajo: 
Glutaraldehído-Paraformaldehído (Solución de Karnovsky; 1er Fijador):  
Paraformaldehído                                                         1 g  
H2O (d)                                                                         10 ml  
Preparación: Calentar el paraformaldehído en agua destilada a 65 ºC (no llevar a 
ebullición) agitando bajo campana hasta disolver totalmente. Aclarar agregando gota a 
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gota NaOH 1N y luego dejar enfriar. Finalmente añadir el glutaraldehído al 25 % y 
controlar el pH, debe estar en 7,2.  
 
Glutaraldehído 25 %                                                    5 ml  
Buffer fosfato 0, 13 M (pH = 7,2)                               10 ml  
Ajustar el pH final entre 7,2-7,4 
 
El tiempo de fijación óptimo para las pineales fue entre 3 a 4 h y el exceso de fijador 
fue eliminado con el buffer fosfato 0,13M, pH 7,2. Se lavaron durante 30 minutos. 
 
Tetróxido de osmio 2% (Solución acuosa, 2do fijador):  
Solución de OsO4                                                          1 g  A 
H2O (d)                                                                        50 ml 
 
Solución de ferrocianuro de potasio 3% 
K4Fe(CN)6.3H2O   3.43 g B 
H2O (d)                                                                         100 ml 
 
Solución Buffer cacodilato de sodio                            0,1 M C 
  
Preparación: Mezclar 1 volumen de cada una de las soluciones (A, B y C).   
 
Postfijación en OsO4 1% en buffer cacodilato, con el agregado de ferrocianuro de 
potasio al 1% en solución final, como agente auxiliar del contraste de membranas. 
(Karnovsky, 1971), durante 2 h bajo campana. Una vez transcurrido este tiempo, los 
bloques tisulares fueron lavados con buffer cacodilato de sodio durante 30 minutos. 
*Técnica de deshidratación  
Se realizó en concentraciones crecientes de acetona en buffer cacodilato de sodio 
hasta llegar a acetona pura. 
 
Acetona  50 %                                                              15 min  
Acetona  75 %                                                              15 min 
Acetona  90 %                                                              15 min 
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Acetona  100 %                                                            15 min 
Acetona  100 %                                                            15 min 
*Infiltración en resina de baja viscosidad 
Los bloques tisulares deshidratados en acetona se infiltraron en resina de baja 
viscosidad (Spurr, 1969). Se utilizó una mezcla de resina – acetona 50% durante 3 h y 
luego se infiltraron con resina pura durante 12 h.  
*Entacado y polimerizado 
Los bloques se colocaron en moldes y se realizó la polimerización en estufa a 60 ºC 
durante 48 h.   
 
Resina plástica de Spurr (Ted Pella, Inc):  
Vinilcyclohexene dioxide (VCD)-ERL                       10 g  
Diglycidyl ether of Polypropylenglycol (DER)            6 g  
Nonenyl succinic anhydride (NSA)                             26 g  
Dimethylaminoethanol (DAME)-S1                           0,4 g  
 
La resina se preparó con el método gravimétrico (pesando los componentes en la 
balanza). Se mezclaron perfectamente los tres primeros componentes de la resina y 
posteriormente se adicionó el catalizador (DAME)-S1. La mezcla puede guardase varios 
meses en freezer a -20 ºC, cuidando de que tome temperatura ambiente antes de usar para 
que no se hidrate y vuelva a bajar la viscosidad. 
*Cortes semifinos: azul de toluidina 
Los tacos así obtenidos se cortaron en un ultramicrótomo Leica Ultracut R (Fig. 7). 
En primer lugar, se realizaron cortes semifinos (1 μm de espesor) los cuales fueron 
coloreados con azul de toluidina (Richardson y col., 1960) y posteriormente se observaron 
en un microscopio de luz. Estos cortes de resina sirven para orientarnos sobre el estado 
del material y para seleccionar adecuadamente el área de estudio del taco. Además, por 
ser tan finos, permiten la obtención de imágenes con células siempre en foco y con mayor 
grado de detalle.   
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Procedimiento de la coloración:  
 Las secciones semifinas se juntaron con un ansa del bote.  
 Se recibieron en una gota de agua sobre un portaobjeto. 
 Por debajo del portaobjeto se marcó su localización con una fibra. 
 Se dejaron secar sobre una plancha de estiramiento hasta que las secciones 
se adhirieron al vidrio. 
 Se agregó una gota de azul de toluidina, también en caliente, hasta la 
formación de un borde iridiscente (unos segundos), cuidando de no aspirar 
directamente sus vapores. 
 Se enjuagaron con agua destilada. 
 Se observaron en un microscopio Olympus BX 40 en forma directa o 
mediante el agregado de un líquido de montaje y un cubreobjetos, evitando 
la formación de burbujas. 
 Las imágenes se capturaron mediante una videocámara y se procesaron con 
el software Image Pro Plus 5.0 
 Los preparados se resguardaron de la luz. 
 
 
 
Figura 7: Ultramicrótomo Leica Ultracut R. 
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Solución de Azul de Toluidina (cortes de resina epoxi): 
Azul de Toluidina                                                        5 g  
Borato de sodio                                                           10 g  
       H2O (d)                                                                        100 ml 
*Cortes ultrafinos y contraste 
Los cortes ultrafinos se obtuvieron en un ultramicrótomo Leica Ultracut R. 
Aquellos cortes de color de interferencia gris opaco (60 nm), se recogieron en grillas de 
cobre de 300# y fueron contrastados con acetato de uranilo durante 1 minuto y citrato de 
plomo durante 5 minutos (Millonig, 1961; Reynolds, 1963). La observación de los 
mismos fue realizada en un microscopio electrónico de transmisión Zeiss 900 EM (Fig. 
8).  
 
Soluciones de contraste utilizadas  
Solución de Acetato de Uranilo:  
Acetato de uranilo                                                       1 g  
H2O (d)                                                                        50 ml  
Disolver con agitación.  
Luego de una noche, filtrar y mantener tapado en oscuridad (foto lábil). 
Figura 8: Microscopio Electrónico de Transmisión Zeiss 900 EM. 
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Solución de Citrato de Plomo:  
Citrato de plomo                                                          0.18 g  
NaOH 1,0 N                                                                 0,1 – 0,2 g   
H2O (d) recién hervida durante 10 min                        25 ml  
Disolver con agitación.  
Luego de una noche, centrifugar.  
Se puede colocar una capa protectora de vaselina.  
 
Determinaciones bioquímicas para testosterona, estradiol y progesterona  
Las muestras de sangre se incubaron a 37 ° C durante 30 min en un baño de agua y 
se centrifugaron a 5.000 G durante 10 min y se eliminó el suero. Para la cuantificación de 
los niveles de testosterona se realizó el test de testosterona total, el cual fue previamente 
utilizado por Chaves y col. (2012). Es inmunoensayo enzimático quimioluminiscente 
competitivo de fase sólida que se ejecutó en un analizador de inmunoensayos Siemens * 
Medical IMMULITE * 1000 (Siemens Medical Solutions Diagnostics). La cuantificación 
de los niveles séricos de E2 y PG se realizó mediante radioinmunoensayo (RIA). Se 
utilizaron los siguientes kits comerciales: RIA Estradiol (A21854; Immunotech s.r.o., 
Prague, Czech Republic) y RIA Progesterone (IM1188; Immunotech s.r.o., Prague, Czech 
Republic) de Beckman Coulter®, respectivamente. Estas pruebas fueron 
radioinmunoensayos competitivos para uso in vitro.  
Las concentraciones séricas de testosterona fueron realizadas en machos adultos e 
inmaduros sexuales. En los adultos, durante los siguientes períodos: reproductivo 
(febrero-abril), regresión gonadal (julio) y recuperación gonadal (septiembre). En los 
ejemplares inmaduros durante el principio del otoño. En el caso de las hembras, las 
determinaciones de E2 y PG fueron realizadas en aquellas no preñadas y en las preñadas 
durante los diferentes estadios gestacionales. 
 
  
Shawn Thornthon “Green Flame Hypnosis” 2017 
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PARTE A: GENERALIDADES DE LA GLANDULA PINEAL 
 
La glándula pineal de vizcacha, un órgano único, presentó un color ligeramente 
rosado, consistencia firme y aspecto glandular. Su forma fue elongada, ligeramente 
aplanada y en algunas ocasiones pudo apreciarse su tallo. 
 En un animal macho adulto, sus dimensiones promedio fueron: 3-4 mm de largo, 
1-1,5 mm de ancho. Cuando fue posible extraer el tallo pineal, este pudo llegar a 1 mm 
de longitud. El peso promedio fue alrededor de 3 mg. En la hembra, tanto sus 
dimensiones, peso, forma y color fueron similares a las encontradas en el macho.  
La pineal de vizcacha se ubicó entre las comisuras habenular y posterior, próxima 
a la cavidad del tercer ventrículo del cual se separó por una porción de tejido comisural. 
De este modo, debido a su forma y ubicación, la pineal de vizcacha pudo ser clasificada 
como “tipo AB” según Vollrath,  
Microscopía óptica 
La glándula pineal de la vizcacha es un órgano de aspecto parenquimatoso y 
estroma conectivo reducido, el cual es representado por fibras colágenas. Presentó una 
forma característica ovoide, alargada, con un tallo que la conectó con la base del cerebro. 
La porción glandular más cercana al tallo fue redondeada y amplia, volviéndose más 
delgada y puntiaguda hacia su extremo distal resultando en una típica forma de piña. 
Estaba envuelta por una cápsula de tejido conectivo en donde se observó la presencia de 
fibras colágenas, fibroblastos, elementos piales y vasos sanguíneos. Desde la cápsula, se 
originaron septos o trabéculas que se introdujeron hacia el interior del parénquima pineal 
sin llegar a lobularlo (Fig. 9A). La glándula presentó una abundante vascularización. 
Estaba irrigada por pequeñas ramas arteriolares que penetraron en la cápsula por distintas 
regiones, algunas de los cuales ingresaron por el tallo pineal, y formaron una red capilar 
que se extendió por todo el parénquima. El drenaje vascular fue realizado por vénulas, 
que luego desembocaron en venas mayores. 
 
TESIS DOCTORAL EN BIOQUIMICA_______________________________________RESULTADOS 
 
LIC. FABRICIO BUSOLINI 74 
 
Se distinguieron 3 tipos celulares principales en la glándula mediante técnicas de 
coloración de rutina. La población celular predominante, estaba constituida por los 
pinealocitos, distinguibles por ser células grandes, de citoplasma ligeramente basófilo, 
que exhibieron un núcleo grande y redondeado, nucléolo evidente y cromatina laxa. Las 
células intersticiales, que constituyeron la población minoritaria, se distinguieron por su 
menor tamaño, núcleos alargados o triangulares y presencia de cromatina más 
condensada. Estos tipos celulares se distribuyeron homogéneamente dentro de la 
glándula, aunque las CI suelen encontrarse regionalizadas en el parénquima de la 
glándula. Estas células se concentraron principalmente en la región proximal, mientras 
que su ubicación en la región distal fue muy variable. El tercer tipo celular que se observó 
en la glándula pineal, estaba constituido por las células pigmentadas. Dichas células se 
encontraron con frecuencia en las glándulas pineales de vizcachas hembras, mientras que, 
en los machos, se observaron ocasionalmente. Se detectaron principalmente en las 
proximidades de los vasos sanguíneos, aunque se encontraron distribuidas en cualquier 
región glandular. Presentaron una forma ovoide o redondeada y exhibieron con la 
Figura 9: Glándula pineal de una vizcacha macho adulto durante el invierno. A) Imagen de una 
glándula pineal donde puede apreciarse su típica forma de piña, la presencia de un tallo (T), 2 
regiones bien definidas (Proximal y Distal.), y una cápsula de tejido conectivo (c) que la 
envuelve. B) Micrografía que muestra los diferentes tipos celulares dentro del parénquima 
glandular. El pinealocito (punta de flecha) constituye la población predominante, mientras que 
la célula intersticial (CI), la minoría. Nótese la presencia de gránulos de pigmentos de color 
marrón claro (asterisco) en la proximidad a un vaso sanguíneo (v). Neurona (N). Coloración: 
Hematoxilina-Eosina. Escala de barras: A 250 µm; B 25 µm. 
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coloración de H-E, un color marrón claro u oscuro. En cortes histológicos sin colorear, 
los gránulos también exhibieron diferentes tonalidades de marrón (Fig. 9B). 
El estudio de las secciones semifinas coloreadas con azul de toluidina permitió un 
análisis más exhaustivo de las poblaciones celulares dentro de la glándula. La mayoría de 
las células del parénquima glandular presentaron un núcleo grande, redondo u oval con 
un nucléolo prominente y se las relacionó con la población I o pinealocitos tipo I. Algunos 
de estos pinealocitos presentaron poca densidad y se mostraban claros, mientras que otros 
de mayor densidad, se visualizaron oscuros al microscopio de luz. Por otra parte, algunas 
células exhibieron núcleos irregulares, de tamaños variables, con indentaciones y se los 
incluyó dentro la población II o pinealocitos tipo II. Las CI fueron escasas y se 
presentaron con un núcleo alargado, triangular y bien denso. Además, se observaron 
algunas CP y gránulos de pigmentos sueltos (Fig. 10). 
La presencia de concreciones calcáreas o calcificaciones pineales en el parénquima 
glandular fue ocasional. Estas calcificaciones, generalmente se encontraron en animales 
grandes, robustos y con un cráneo duro. El aspecto fibroso del órgano se asoció a la 
presencia de estas calcificaciones, confirmado por el método de rojo de alizarina para 
calcio. La forma casi siempre fue irregular y su tamaño variable (Fig. 11A). En caso de 
ser pequeñas, no alteraban a las células vecinas, mientras que, si ocupaban gran parte del 
parénquima glandular, se observaron alteraciones en la organización y características 
histológicas de las células adyacentes (Fig. 11B-C).  
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  Figura 10: Secciones semifinas de la glándula pineal de vizcacha 
macho durante el verano. A) La imagen muestra abundantes 
pinealocitos y numerosos vasos sanguinos (v). Los pinealocitos exhiben 
diferentes densidades y algunos se presentaron claros (C) y otros 
oscuros (O) al microscopio de luz. Las células intersticiales (CI) 
presentan un núcleo alargado, ligeramente triangular y de mayor 
densidad. Se localizan entre los pinealocitos y próximas a los espacios 
perivasculares. Célula pigmentada (p) y algunos gránulos de 
pigmentos (flecha negra). B) En la micrografía se observa un gran vaso 
sanguíneo central (v) el cual está rodeado por numerosos pinealocitos 
tipo I, entre los cuales destacan claros (C) y oscuros (O). Nótese la 
presencia de núcleos irregulares con indentaciones correspondientes a 
los pinealocitos tipo II (flechas blancas). Se exhiben algunas células 
intersticiales (CI) con núcleos tipo-estrellados y densos. Escala de 
barras: A y B 25 µm. 
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Figura 11: Concreciones calcáreas en pineal de vizcacha macho adulto. A) Imagen de una 
glándula pineal donde pueden apreciarse abundantes concreciones calcáreas (CC) de diferentes 
tamaños distribuidas tanto en la región proximal (Prox.) como en la distal (Dist.). B) 
Calcificación pineal de gran tamaño en la proximidad de la cápsula (c) que altera la 
organización celular vecina y calcificaciones de menor tamaño que no alteran su entorno. C) 
Calcificación de gran tamaño, en cercanía a un vaso sanguíneo (v), donde puede apreciarse una 
importante desorganización celular, con alteraciones muy marcadas en la organización celular 
y características histológicas. Tallo (T). Coloración: Rojo de Alizarina. Escala de barras: A 500 
µm; B 100 µm; C 25 µm.  
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Microscopía electrónica de transmisión 
Los diferentes tipos celulares identificados mediante microscopia de luz fueron 
estudiados con mayor detalle mediante MET. A nivel ultraestructural, la población 
predominante dentro del parénquima glandular estuvo constituida por los pinealocitos del 
tipo I (P1; Fig. 12). Diferencias en electrodensidad tanto en núcleo como en citoplasma 
fueron muy notorias entre los pinealocitos claros y oscuros. En ambos tipos celulares, el 
núcleo fue grande, redondeado u oval. La cromatina se presentó finamente dispersa en la 
matriz nuclear, con una ligera condensación en las proximidades de la envoltura nuclear 
y fue característica la presencia de un nucléolo. El citoplasma presentó procesos 
citoplasmáticos emergentes en su soma y fue frecuente la presencia de numerosas 
mitocondrias, cisternas dilatadas del retículo endoplásmico y un complejo de Golgi bien 
desarrollado (Fig. 13). Por otra parte, la población de pinealocitos tipo II (P2) se 
distribuyó en forma aleatoria y se diferenciaron de los P1 por la morfología de sus 
núcleos. Los mismos presentaron contorno irregular, electrodensos, con indentaciones y 
heterocromatina dispersa. Su citoplasma fue más reducido, aunque de manera similar a 
los P1 exhibieron varios procesos celulares. Se observaron numerosas mitocondrias, 
cisternas dilatadas del retículo endoplásmico, lisosomas de densidad electrónica variable, 
complejo de Golgi bien desarrollado y algunas partículas densas (Fig. 14).  
El análisis ultraestructural de las CI y CP será descripto en las secciones 
correspondientes a cada uno de estos tipos celulares. 
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Figura 13: Pinealocitos 
tipo I con diferentes 
densidades electrónicas. 
Los de menor densidad se 
observaron claros (C) y los 
de mayor densidad 
oscuros (O). Se aprecia la 
íntima relación entre ellos 
y la presencia de un vaso 
sanguíneo (v) en la 
proximidad. Terminal 
nervioso (TN); inclusiones 
lipídicas (flecha roja). 
Magnificación 7000X. 
Escala de barra: 5 µm. 
 
  
Figura 14: Diferentes tipos de 
pinealocitos. La micrografía 
muestra pinealocitos tipo I (P1), 
en estrecha relación con 
pinealocitos de tipo II (P2). 
Nótese el incremento de 
electro-densidad en el núcleo el 
contorno irregular y las 
indentaciones que presentan los 
P2. La cromatina es dispersa y 
gruesa, mientras que el 
citoplasma es escaso en 
organelas. Se ubican en 
cercanía a los vasos sanguíneos 
(v). Magnificación 7000X. 
Escala de barra: 5 µm. 
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PARTE B: CELULAS INTERSTICIALES DE LA GLANDULA PINEAL 
 
Estudio inmunohistoquímico estacional de las células intersticiales en vizcachas 
machos adultos 
El estudio inmunohistoquímico para las proteínas S-100 y GFAP reveló que la CI 
en las vizcachas machos se localizaban principalmente en la región proximal, y que en la 
región distal su presencia fue escasa, llegando a estar ausente en algunos campos 
microscópicos (Fig. 15). No se detectó la expresión de estas proteínas en pinealocitos, CP 
o células endoteliales de los vasos.  
El estudio inmunohistoquímico estacional para la proteína S-100 mostró un patrón 
de inmunomarcación tanto nuclear como citoplasmático. Las CI exhibieron una forma 
ligeramente estrellada, un cuerpo celular irregular con abundantes procesos 
Figura 15: Inmunomarcación en glándula pineal de vizcacha macho adulto para las 
proteínas S-100 (A) y GFAP (B) respectivamente durante los meses invernales. 
Escala de barras: A y B 250 µm. 
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citoplasmáticos, los cuales rodean a los pinealocitos individualmente o en pequeños 
grupos, y algunos de ellos alcanzaron los vasos sanguíneos (Fig. 16). La 
inmunomarcación para GFAP se detectó solo en el citoplasma de las CI, alrededor del 
núcleo y en los procesos citoplasmáticos, los cuales se detectaron más finos y delicados, 
en contraste con aquellos marcados con proteína S-100 (Fig. 17).  
 
 
 
Figura 16: Inmunomarcación estacional para la proteína S-100 en ejemplares machos adultos. La 
imagen revela que proteína S-100 se expresa tanto en el núcleo (flechas blancas), en el 
citoplasma perinuclear (asterisco) y en las proyecciones citoplasmáticas (flechas negras) de las 
CI en todas las estaciones analizadas (A verano; B otoño; C invierno; y D primavera). Puede 
apreciarse una estrecha relación entre las proyecciones citoplasmáticas de las CI, las cuales 
pueden rodear a los pinealocitos (cabezas de flecha) o grupos de pinealocitos, como también a 
los vasos sanguíneos (v). Un incremento significativo de inmunomarcación para esta proteína, se 
observa en invierno.  Escala de barras: A, B, C, D 25 µm. 
 
TESIS DOCTORAL EN BIOQUIMICA_______________________________________RESULTADOS 
 
LIC. FABRICIO BUSOLINI 83 
 
La técnica de doble inmunohistoquímica (doble-IHQ) reveló que algunas CI 
expresaron colocalización para ambas proteínas (S-100 y GFAP), mientras que otras 
expresaron exclusivamente solo una de ellas (Fig. 18). El análisis cualitativo de vimentina 
mostró un patrón de expresión constante en ambas regiones pineales. Esto se debió a que 
la proteína no solo fue positiva en los procesos citoplasmáticos de algunas CI, sino que 
también se observó en las células endoteliales y los espacios perivasculares (Fig. 19). 
 
Figura 17: Inmunomarcación estacional para la proteína GFAP en ejemplares machos adultos. 
El estudio inmunohistoquímico estacional para GFAP, demuestra que esta proteína se expresa 
en el citoplasma perinuclear (asterisco) y en las proyecciones citoplasmáticas de las CI (flechas 
negras), mientras que el núcleo (n), se presenta inmunonegativo (flechas blancas) en todas las 
estaciones analizadas (A verano; B otoño; C invierno; y D primavera). En GFAP, al igual que S-
100, se observa una mayor inmunomarcación para esta proteína durante el invierno. 
Pinealocitos (cabezas de flecha); vasos sanguíneos (v). Escala de barras: A, B, C, D 25 µm. 
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Figura 18: Doble inmunomarcación para las proteínas S-100 y GFAP en vizcachas machos adultos 
durante el inverno. A y B) Las imágenes corresponden a las regiones proximal y distal, respectivamente. 
Nótese la abundante inmunomarcación en la región proximal y como disminuye hacia la región distal; 
C) La micrografía muestra núcleos coloreados en fucsia para la proteína S-100 (flecha blanca), mientras 
que las prolongaciones citoplasmáticas lo hacen de color marrón para GFAP (flechas negras). Algunas 
CI expresaron colocalización para ambas proteínas, mientras que otras expresaron exclusivamente solo 
una de ellas. El inset superior izquierdo muestra solo inmunopositividad para GFAP, mientras que el 
derecho para S-100. Escala de barras: A y B 125 µm; C 25 µm. Escala de barras de los Insertos: 12.5 µm. 
 
Figura 19: Inmunomarcación para vimentina en glándula pineal de vizcacha adulta en verano. A y B) 
Vimentina está presente tanto en la región proximal (A) como en la distal (B); C) Las prolongaciones 
citoplasmáticas se colorean de marrón para vimentina y pocas CI muestran inmunotinción (flechas 
negras). El inmunomarcado para esta proteína puede apreciarse en numerosos vasos sanguíneos (v). 
Escala de barras: A y B 125 µm; C 25 µm. 
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Estudio morfométrico estacional y recuento de células intersticiales con núcleo S-
100 positivo 
El análisis morfométrico reveló que el %AI-S-100 en la región proximal fue más 
alto en los animales capturados en invierno en comparación con los capturados en verano. 
El %AI-GFAP en la región proximal fue mayor en los animales capturados en invierno 
en relación con los capturados en primavera y verano. En la región distal, el % AI-S-100 
fue menor en los animales capturados en verano y otoño con respecto a los capturados en 
invierno. Por el contrario, el %AI-GFAP fue menor en los animales capturados en 
primavera en comparación con los capturados en otoño e invierno (Tabla 2). 
En relación al %CI-S-100, no se observaron diferencias significativas en la región 
proximal en los animales adultos estudiados (verano: 2,59  0,22; otoño: 3,09  0,30; 
invierno 3,31  0,20 y primavera: 2,84  0,24). En la región distal, se encontró una 
diferencia significativa (p< 0.01) entre los valores de verano e invierno (verano: 1,07  
0,13; otoño: 1,23  0,25; invierno 1,67  0,06 y primavera: 1,37  0,23). 
Tabla 2: Estudio morfométrico estacional de la proteína S-100 y GFAP  
 
Los valores se expresaron como la media ± ESM (n=4).  
 
Estudio Estacional: %AI S-100: a p<0,01 invierno vs. verano; b p<0,01 invierno vs. 
verano y otoño. %AI GFAP: c p<0,01 invierno vs. verano; d p<0,01 primavera vs. verano; 
e p<0,01 primavera vs. otoño e invierno. Las diferencias significativas en el estudio 
morfométrico se determinaron mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. 
Además, la comparación entre regiones (proximal vs. distal) para cada estación se 
determinó mediante la prueba de Mann-Whitney. En cada estación, los %AI-S-100, %AI-
PARAMETROS VERANO OTOÑO INVIERNO PRIMAVERA 
%AI 
S-100 
PROXIMAL 3,44  0,40 4,49  0,38 5,49  0,12a 4,41  0,36 
DISTAL 1,45  0,33 1,63  0,32 2,75  0,44b 2,01  0,10 
%AI 
GFAP 
PROXIMAL 2,80  0,14 4,01  0,40 4,94  0,22c 4,19  0,33d 
DISTAL 1,33  0,14 1,39  0,24 2,00  0,54 0,75  0,06e 
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GFAP y el %CI-S-100 fueron significativamente diferentes (p<0,01) entre ambas 
regiones pineales. 
Niveles de testosterona sérica en vizcachas machos adultos 
Los valores séricos obtenidos en ejemplares adultos durante los 3 períodos 
estudiados fueron los siguientes: 
 Período reproductivo:  4,24  4,47 ng/ml. 
 Período de regresión gonadal: 1,27  0,1 ng/ml. 
 Período de recuperación gonadal: 5,92  0,59 ng/ml. 
Los valores se expresaron como la media ± ESM (n=4). Las diferencias 
significativas se determinaron mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. 
En el período reproductivo los valores séricos de testosterona fueron 
significativamente superiores a los reportados durante el período de regresión gonadal 
(p<0,01). Durante la regresión gonadal, los valores séricos de testosterona exhibieron los 
valores más bajos, mientras que durante el período de recuperación gonadal fueron los 
más altos, con diferencias significativas (p<0,001) entre ellos. No se observaron 
diferencias significativas entre el período de recuperación y el reproductivo. 
Estudio relacionado con la edad 
La organización y morfología de la glándula pineal en vizcachas machos inmaduras 
sexualmente fueron similares a las de los machos adultos. Las CI exhibieron 
inmunomarcación de todas las proteínas analizadas. La inmunotinción para las proteínas 
S-100 y GFAP demostró que estas células presentaban la forma estrellada típica, 
numerosos procesos citoplasmáticos cortos que rodeaban a los pinealocitos y alcanzaban 
los vasos sanguíneos. Pocas CI exhibieron colocalización para la proteína S-100 y GFAP, 
mientras que otras presentaron solo inmunomarcación para una de ellas. 
Cualitativamente, se observaron algunas CI inmunopositivas para vimentina, junto a 
células endoteliales y numerosos vasos sanguíneos (Fig. 20).  
En machos inmaduros, para ambas regiones pineales, los parámetros morfométricos 
(%AI-S-100 y %AI-GFAP) fueron menores que en las vizcachas adultas. En la región 
proximal, el %AI-S-100 (2,96  0,06) fue significativamente menor (p<0,01) en relación 
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con los valores adultos encontrados en otoño, invierno y primavera. Del mismo modo, el 
%AI-GFAP en la región proximal (2,39  0,14) fue significativamente menor (p<0,01) 
en comparación con los valores adultos obtenidos en otoño, invierno y primavera. En la 
región distal, el %AI-S-100 (0,92  0,07) disminuyó significativamente (p<0,01) con 
respecto a los valores de invierno y primavera. El %AI-GFAP (0,59  0,08) presentó 
diferencias significativas (p<0,01) de acuerdo a los valores adultos encontrados en 
verano, otoño e invierno.  
El %CI-S-100 en vizcachas inmaduras sexualmente fue significativamente menor 
(p<0,01) en la región proximal en comparación con todos los animales adultos (1,50  
0,09). Por el contrario en la región distal, el %CI S-100 fue significativamente menor 
(p<0,01) con respecto al valor adulto de invierno (0,81 0,04). 
El %AI-S-100, el %AI-GFAP y el %CI-S-100 en vizcachas inmaduras 
sexualmente, fueron significativamente diferentes (p<0,01) entre las regiones proximal y 
distal. 
La concentración sérica de testosterona en animales inmaduros sexuales fue de 1,56 
 0,18 ng/ml, ligeramente superior a la reportada en los machos adultos en el período de 
regresión gonadal aunque sin diferencia significativa. Por el contrario, diferencias 
significativas en los niveles de testosterona sérica fueron observadas entre estos animales 
y los adultos durante el período reproductivo y de recuperación gonadal (p<0.001). 
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Figura 20: Inmunohistoquímica para las diferentes proteínas analizadas en CI de vizcachas 
machos inmaduros sexualmente. A) La proteína S-100 se expresa tanto en el núcleo (flecha 
blanca), en el citoplasma perinuclear (asterisco) y en las proyecciones citoplasmáticas (flechas 
negras); B) GFAP se expresa en el citoplasma perinuclear (asterisco) y en las proyecciones de 
las CI (flechas negras), mientras que el núcleo (n), se presenta inmunonegativo (flechas 
blanca); Tanto para A) como para B), se muestra una estrecha interacción entre los procesos 
citoplasmáticos y los pinealocitos (punta de flecha) y se observa una disminución significativa 
de la inmunopositividad para ambas proteínas; C)  En algunas CI se puede apreciar 
colocalización para la proteína S-100 (flechas blancas) y GFAP (flechas negras). Otras 
expresaron solo una de estas proteínas; D) La imagen nos muestra procesos citoplasmáticos 
inmunomarcados para vimentina (flechas negras). Muchos vasos sanguíneos (v) también 
exhiben esta proteína. Escala de barras: A, B C y D 25 µm. Escala de barra de Inset: 250 µm. 
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Estudio inmunohistoquímico de las células intersticiales en vizcachas hembras  
En las vizcachas hembras, la inmunotinción para las proteínas S-100 y GFAP reveló 
una abundante expresión de las mismas en las CI de la región proximal, mientras que en 
la región distal la expresión de estas proteínas varió significativamente en relación con la 
etapa de gestación. No se detectaron las expresiones de estas proteínas en pinealocitos, 
CP o células endoteliales de los vasos. Al igual que en los machos, la proteína S-100 se 
localizó tanto en el núcleo como en el citoplasma de las CI. Exhibieron una forma 
estrellada con un cuerpo celular irregular y abundantes procesos citoplasmáticos. Estos 
procesos fueron grandes, gruesos e irregulares y varios de ellos rodeaban a los 
pinealocitos individualmente o en pequeños grupos, mientras que otros alcanzan los vasos 
sanguíneos. Por otro lado, la inmunomarcación para GFAP se expresó solo en el 
citoplasma, espacio perinuclear y en los procesos citoplasmáticos. Similar a lo encontrado 
en machos, estos procesos fueron más pequeños, delgados y delicados respecto de 
aquellos inmunopositivos para la proteína S-100.  
En vizcachas no preñadas, la expresión de las proteínas S-100 y GFAP fue 
abundante en la región proximal, mientras que en la región distal fue muy escasa. En la 
preñez inicial, la expresión de estas proteínas se encontró principalmente en la región 
proximal, pero la región distal mostró un aumento significativo en la expresión de ambas 
proteínas en relación a las hembras no grávidas. Las vizcachas que se encontraban en 
preñez media, exhibieron tanto en la región proximal como en la distal, el patrón de 
inmunopositivdad más elevado para las proteínas analizadas.  En la preñez final, la 
inmunomarcación para las proteínas S-100 y GFAP se concentró principalmente en la 
región proximal, como en resto de los estadios de preñez. Sin embargo, en la región distal, 
la expresión de estas proteínas fue menor respecto a la encontrada en la preñez media 
pero mayor a la observada en la preñez inicial (Fig. 21 a 24). 
Durante el análisis del %CI-S-100, se observaron diferencias significativas en la 
región proximal entre hembras no grávidas y de preñez inicial, al comparar ambos grupos 
con aquellas de preñez media (no preñadas: 3,10 ± 0,13; preñez inicial: 3,25 ± 0,15; 
preñez media: 3,92 ± 0,09 y preñez final: 3,43 ± 0,14). En la región distal, se encontró 
una diferencia significativa entre las vizcachas no preñadas y las de preñez media (no 
preñadas, 0,71 ± 0,16; preñez inicial: 1,70 ± 0,23; preñez media, 2,67 ± 0,25 y preñez 
final: 1,84 ± 0,24). 
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Los parámetros morfométricos analizados (% AI-S-100, % AI-GFAP y %CI-S-
100) variaron de acuerdo a la etapa de preñez en la que se encontraba el animal. En la 
preñez media, tanto el % AI-S-100, % IA-GFAP y el Nº IC-S-100 expresaron los valores 
más altos en relación a las otras etapas de la preñez, mientras que las hembras no grávidas, 
exhibieron los valores más bajos para todos los parámetros analizados (Tabla 3). 
La técnica de doble-IHQ reveló que algunas CI expresaron colocalización para 
ambas proteínas. La proteína S-100 se observó principalmente en el núcleo, mientras que 
la GFAP se exhibió en los procesos citoplasmáticos. Otras CI expresaron exclusivamente 
solo una de ellas. Se observó que vimentina marcaba los procesos citoplasmáticos de 
algunas CI, al igual que se exhibió en células endoteliales y espacios perivasculares (Fig. 
25). 
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Figura 25: Doble inmunomarcación para las proteínas S-100 y GFAP en preñez inicial. 
Inmunopositivdad para vimentina en preñez final. A) La micrografía muestra abundante 
positividad en la región proximal al tallo y discreta en la distal; B) La imagen revela algunas 
CI exhibiendo colocalización para ambas proteínas. La proteína S-100 se observa 
principalmente en el núcleo (flecha blanca), mientras que GFAP se en los procesos 
citoplasmáticos (flechas negras). Otras CI expresaron exclusivamente solo una de las 
proteínas analizadas (asteriscos); C) Vimentina se expresa en ambas regiones pineales; D) 
La inmunomarcación para vimentina se observa en numerosos vasos sanguíneos (v) y pocas 
CI presentan inmunotinción en sus procesos citoplasmáticos (flecha negra). Escala de 
barras: A y C, 500 μm; B y D, 25 μm. 
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Determinaciones bioquímicas de estradiol y progesterona en los diferentes estadios 
de preñez 
Los niveles de concentración sérica, tanto para E2 como para PG, exhibieron 
diferencias significativas entre las vizcachas no grávidas y grávidas. En las vizcachas no 
grávidas se reportaron los valores más bajos. Durante la preñez inicial, los valores séricos 
de ambas hormonas se incrementaron respecto a los de hembras no grávidas. El aumento 
de E2 no fue significativo en comparación al reportado en hembras no preñadas. Sin 
embargo, los niveles de PG fueron significativamente más altos en relación a las 
vizcachas no preñadas. En la preñez media, E2 y PG exhibieron los valores más altos, 
con diferencias significativas entre vizcachas no preñadas, de preñez inicial y final. En la 
preñez final, los niveles de E2 disminuyeron a valores séricos muy próximos a los 
reportados durante la preñez inicial. De igual manera, la concentración sérica de PG fue 
menor en este estadio de preñez y se encontraron diferencias significativas entre las 
vizcachas no grávidas y aquellas en preñez inicial (Tabla 3).  
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Los valores se expresaron como media ± ESM (n = 4). 
Estudio morfométrico: %AI Proteína S-100 (región proximal): a p<0,001: preñez media 
vs preñez inicial y no preñadas; b p<0,001: preñez final vs no preñadas. %AI Proteína S-
100 (región distal): c p<0,001: preñez media vs preñez inicial y no preñadas; d p<0,001: 
preñez final vs no preñadas. %AI GFAP (región proximal): e p<0,01: preñez media vs 
preñez final, inicial y no preñadas. %AI GFAP (región distal): f p<0,001: preñez media 
vs no preñadas; g p<0,001: preñez final vs no preñadas. Las diferencias significativas en 
el estudio morfométrico se determinaron mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis. Además, la comparación entre regiones (proximal vs. distal) para cada etapa de 
la preñez se determinó mediante la prueba de Mann-Whitney. La proteína S-100 mostró 
diferencias significativas (p<0,01 para cada etapa de la preñez). GFAP también mostró 
diferencias significativas (p<0,01: preñez media y no preñadas; p<0,05: preñez inicial y 
final). 
Estudio bioquímico: Estradiol: h p<0,05: preñez media vs preñez final, preñez inicial y no 
preñadas. Progesterona: i p<0,05: preñez inicial vs no preñadas; j p<0,001: preñez media 
vs preñez final, inicial y no preñadas; k p<0,001: preñez final vs preñez inicial y no 
preñadas. 
Las diferencias significativas en el estudio bioquímico se determinaron mediante la 
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. 
Análisis ultraestructural de las células intersticiales 
A nivel ultraestructural las CI fueron escasas y se ubicaron preferentemente próximas a 
los espacios perivasculares. Su núcleo fue alargado o triangular, irregular, electrodenso, 
con cromatina dispersa y gránulos de heterocromatina ubicados sobre la envoltura 
nuclear. Se destacó su alta densidad electrónica que, junto a su forma y tamaño, 
permitieron diferenciarlas de los pinealocitos. El citoplasma fue electrodenso y sus 
componentes característicos incluyeron mitocondrias, cisternas de retículo endoplásmico 
liso, gránulos de glucógeno, microfilamentos y fagolisosomas (Fig.26). Por otro lado, 
estas células emiten proyecciones citoplasmáticas que contactan con vasos sanguíneos o 
pinealocitos.  
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Figura 26: Ultraestructura de las células intersticiales. La micrografía muestra a gran aumento 
una célula intersticial (CI), la cual se diferencia fácilmente de los pinealocitos por su forma, 
tamaño y densidad electrónica. El núcleo es alargado e irregular, con cromatina dispersa y 
gránulos de heterocromatina ubicados sobre la envoltura nuclear. El citoplasma es 
electrodenso y sus componentes característicos incluyen mitocondrias (m), cisternas de 
retículo endoplasmático (flechas rojas finas), gránulos de glucógeno (flecha blanca). Sistema 
fagolisosomal (flecha roja gruesa). Magnificación 12000X. Escala de barra: 2 µm. 
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PARTE C: CELULAS PIGMENTADAS DE LA GLANDULA PINEAL 
 
Este estudio fue realizado en hembras ya que, en ellas, la presencia de pigmentos 
pineales fue una característica notoria y frecuente. Por el contrario, en vizcachas machos 
estas células fueron poco frecuentes o no se observaron. 
Microscopía óptica 
El estudio de microscopía óptica reveló la presencia de pigmentos en la glándula 
pineal de hembras todos los grupos estudiados. En las secciones coloreadas con H-E y 
PTAHM, las CP se observaron con forma ovoide o redondeada, y su color varió del 
marrón claro al oscuro. Presentaron una distribución aleatoria en toda la glándula, pero 
con frecuencia se encontraron en cercanía a los vasos sanguíneos. Estas células exhibieron 
en su citoplasma, en grado variable, gránulos de pigmentos. Asimismo, fue frecuente 
encontrar pequeños gránulos de pigmentos dispersos en el espacio intersticial, entre los 
pinealocitos y las CI, e inclusive algunos de ellos, fueron reportados en interior de las 
mismas (Fig. 27). 
 
 
Figura 27: Imágenes de glándulas pineales durante la preñez inicial. A) La micrografía 
muestra una célula pigmentada (cp) de color marrón claro. Se observan algunos vasos 
sanguíneos en la proximidad (v). Coloración H-E. B) Células pigmentadas (cp) en estrecha 
asociación con vasos sanguíneos (v). Coloración PTAHM Escala de barras: A y B 25 µm. 
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El método de plata de Masson-Fontana para melaninas resultó positivo y los 
pigmentos manifestaron una fuerte reacción argentafin. En el espacio extracelular, los 
gránulos de pigmento fueron abundantes y se dispersaron por todo el parénquima pineal 
(Fig. 28). Los gránulos de pigmento en las secciones de control, se blanquearon mediante 
el tratamiento con permanganato de potasio-ácido oxálico y peróxido de hidrógeno, que 
identificaron histoquímicamente al pigmento como melanina. 
 
 
 
Figura 28: Imagen de la una glándula pineal en preñez media. Se muestra una fuerte reacción 
argentafín en las células pigmentadas (cp). Abundantes gránulos de pigmentos están 
dispersos a lo largo del parénquima (puntas de flechas). El recuadro superior derecho 
muestra la reacción de plata con mayor detalle. Método de plata de Masson-Fontana, 
contrastado con rojo nuclear rápido. Escala de barra: 25 μm. Escala de barra del inset: 5 μm. 
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Las secciones semifinas teñidas con azul de toluidina exhibieron CP en estrecha 
relación a los vasos sanguíneos. Los gránulos de pigmentos se observaron el espacio 
intersticial, entre pinealocitos y CI (Fig. 29). 
 
 
 
 
 
Figura 29: Imagen de una glándula pineal durante la preñez media. Micrografía de una sección 
semifina de la glándula con numerosas células pigmentadas (cp) distribuidas en el parénquima. 
El recuadro superior derecho muestra a mayor aumento una CP en la proximidad de un vaso 
sanguíneo (v). Azul de toluidina Escala de barra: 25 μm. Escala de barra del inset: 5 μm. 
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Histoquímica para DOPA-oxidasa y reacción de Schmorl 
La histoquímica para DOPA-oxidasa y la reacción de Schmorl fueron positivas en 
CP de vizcachas hembras. En la histoquímica para DOPA-oxidasa los pigmentos fueron 
marrones (Fig. 30A) mientras que, en la reacción de Schmorl, los pigmentos se apreciaron 
de color verdoso (Fig. 30B).  
 
 
 
Estudio de las células pigmentadas durante la preñez 
Se encontraron variaciones significativas en la cantidad de pigmentos pineales en 
relación con los niveles séricos de hormonas sexuales entre vizcachas no preñadas y 
preñadas. Durante la preñez, se observó una mayor cantidad de pigmentos distribuidos en 
el parénquima, respecto de las hembras no preñadas (Fig. 31). Las vizcachas no grávidas 
presentaron el menor %CP en comparación a las hembras grávidas. En la preñez media 
se encontró el mayor %CP, seguidas por aquellas en preñez final y por último las de 
preñez inicial. (Tabla 4). 
Figura 30: Imagen de la glándula pineal en preñez final. A) Se observa una reacción histoquímica 
positiva para DOPA-oxidasa en las células pigmentadas (cp) y gránulos de pigmentos (punta de 
flecha) que se exhiben de color marrón claro. Tinción nuclear: hematoxilina; B) La micrografía 
muestra una célula pigmentada (cp) de color verde en la proximidad de un vaso sanguíneo (v). 
Reacción de Schmorl, tinción de contraste: Van Gieson. Escala de barras: A y B 10 μm. 
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Tabla 4: Variaciones en el número de células pigmentadas y niveles séricos de 
hormonas entre vizcachas no grávidas y grávidas 
 
 
Los valores se expresaron como media ± ESM (n = 4). 
PARAMETROS NO 
PREÑADAS 
PREÑEZ 
INICIAL 
PREÑEZ 
MEDIA 
PREÑEZ 
FINAL 
% CELULAS 
PIGMENTADAS 0,76  0,16 1,73  0,18 a 3,52  0,35 b 2,58  0,12 c 
ESTRADIOL 
 pg/ml 18 ± 3,19 27,5  ± 2,5 75 ± 2,89 d 24,25 ± 2,17 
PROGESTERONA  
 ng/ml 
0,72 ± 0,11 4,64 ± 0,95 e 53,75 ± 2,39 f 18,61 ± 2,25 g 
Figura 31: Micrografías de glándulas pineales en cada estadío gestacional. A) no preñada, B) 
preñez inicial, C) preñez media y D) preñez final. En las imágenes se pueden observar diferentes 
células pigmentadas (cp) en el parénquima glandular. Nótese el incremento en el número de 
células pigmentadas durante la preñez media y de gránulos de pigmentos (punta de flecha) en 
el espacio intersticial durante la preñez final. Vaso sanguíneo (v). Método de plata de Masson-
Fontana, contrastado con rojo nuclear rápido. Escala de barras: A, B, C y D 25 μm. 
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Porcentaje de Células pigmentadas: a p<0,05 preñez inicial vs no preñadas; b p<0.05 
preñez media vs preñez inicial y no preñadas; c p<0,05 preñez final vs preñez inicial y no 
preñadas. 
Estradiol: d p<0,05 preñez media vs preñez final, inicial y no preñadas. 
Progesterona: e p<0,05 preñez inicial vs no preñadas; f p<0.05 preñez media vs preñez 
final, inicial y no preñadas; g p<0,05; preñez final vs preñez inicial y no preñadas. 
Las diferencias significativas se determinaron mediante la prueba no paramétrica de 
Kruskal Wallis. 
Estudio ultraestructural de las células pigmentadas  
Mediante el análisis ultraestructural, las CP exhibieron un núcleo de forma ovoide 
o redondeada, electrodenso y con heterocromatina dispersa en su matriz. El citoplasma 
presentó abundantes mitocondrias y un complejo de Golgi bien desarrollado. La presencia 
de gránulos de tamaño variable con un contenido electrodenso fue característica en el 
citoplasma de estas células (Fig. 32). Estos gránulos electrodensos presentaron 
características correspondientes a pre-melanosomas y melanosomas. Se identificaron 
varias etapas de la melanogénesis (Fig. 33A). Estas estructuras fueron observadas 
ocasionalmente también en pinealocitos y CI, a menudo dentro de cuerpos densos 
similares a lisosomas (Fig. 33B).  
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Figura 33: Micrografía electrónica de la glándula pineal durante la preñez media. A) En la 
micrografía se observa una acumulación de gránulos de pigmento en diferentes etapas de la 
melanogénesis (asterisco). Magnificación 7000X; B) En la imagen se exhiben gránulos de 
pigmento dentro de un cuerpo denso similar a lisosoma (flecha roja) Magnificación 12000X. 
Escala de barras: A 5 μm y B 2 μm. 
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La localización anatómica de la glándula pineal en la encrucijada del sistema 
nervioso central, su carácter impar en un entorno de estructuras dobles y su aspecto 
morfológico han atraído la atención de numerosos científicos a lo largo de la historia, y 
se han postulado distintas teorías fisiológicas relacionadas con su función. Entre ellas se 
destaca la teoría mecanicista propuesta por René Descartes (1596-1650), quien postuló 
que esta estructura anatómica albergaba en su seno la sede del alma y era responsable de 
la correcta comunicación entre la máquina humana y su entorno. Sin embargo, tras este 
período de esplendor en el siglo XVII, la glándula pineal pasó por un momento de 
absoluto olvido científico, en el que se la estimó como un mero vestigio rudimentario. 
Finalmente, a partir de la segunda mitad del siglo XIX comenzó la ruptura definitiva con 
esa etapa pre-científica del conocimiento de la glándula pineal y se inició el período de 
análisis científico sobre la naturaleza de la misma, que culminaría con la evidente 
confirmación de su naturaleza endocrina tras el aislamiento de la melatonina en 1958 por 
el equipo de Aaron B. Lerner (López-Muñoz y col., 2010). 
En esta Tesis Doctoral se estudió la glándula pineal de vizcacha con el fin de 
identificar y analizar la segunda población celular; las CI. Utilizando diferentes técnicas 
de coloración, técnicas inmunohistoquímicas y microscopia electrónica, se analizaron 
estas células de forma estacional, en animales inmaduros sexuales y durante la preñez. 
Además, durante el estudio de esta población celular en vizcachas hembras, la presencia 
de CP fue notoria y constante, mientras que en machos fueron observadas 
ocasionalmente. Mediante técnicas citoquímicas e histoquímicas se procedió al estudio 
de esta tercera población celular. Para complementar el análisis, se realizaron 
determinaciones bioquímicas de los niveles de esteroides gonadales durante la preñez al 
igual que estudios ultraestructurales. 
En la mayoría de los mamíferos la glándula pineal presentó una morfología 
ligeramente piramidal y se encontró cubierta por una cápusla de elementos piales 
(Vollrath, 1981). En vizcacha, la pineal observada a bajo aumento exhibió forma ovoide, 
alargada, redondeada en su extremo proximal al tallo y aguzada en el distal. Se halló 
cubierta por una cápsula de tejido conectivo que emitió tabiques incompletos hacia el 
interior. La presencia de concreciones calcáreas o calcificaciones pineales en el 
parénquima glandular fue un hallazgo frecuente en diferentes especies (Bargmann 1981; 
Boya y Calvo, 1984; Fawcett 1995; Vigh 1998; Junqueira y Carneiro, 2003). En vizcacha, 
la presencia de depósitos calcáreos ha sido reportada tanto en machos (Domínguez, 1990) 
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como en hembras (Gil, 2005). En nuestros estudios, las concreciones calcáreas fueron 
ocasionales en ambos sexos. En dichos casos, las pineales se presentaron fibrosadas, 
sugiriendo que la edad de los animales pudo ser un factor influyente en su formación.  
Domínguez y col. (1987) reportaron en sus estudios ultraestructurales de la glándula 
pineal de vizcachas machos dos poblaciones celulares principales: Los pinealocitos y las 
CI. Los pinealocitos fueron clasificados como tipo I o tipo II en relación a sus 
características morfológicas. A su vez, la población tipo I fue dividida en claros y oscuros 
según su densidad electrónica. Posteriormente, Cernuda-Cernuda y col. (2003) realizaron 
nuevos estudios ultraestructurales en pineales de vizcachas machos. Estos investigadores 
reportaron 2 poblaciones de pinealocitos, los de tipo I y los de tipo II, y células con 
características gliales (tipo III). En las últimas, describieron la presencia de 
microfilamentos, propia de astrocitos, partículas de glucógeno y cuerpos densos. Los 
estudios ultraestructurales realizados por Gil y col. (2005) en vizcachas hembras 
demostraron la presencia de pinealocitos claros y oscuros, con variaciones en su expresión 
en relación al estadío de preñez. Los pinealocitos claros fueron observados 
frecuentemente en hembras no grávidas mientras que en las grávidas los oscuros fueron 
más abundantes en el parénquima glandular. En nuestro estudio hemos clasificado a las 
poblaciones celulares más abundantes en pinealocitos y CI, estas últimas con 
características gliales, en la glándula pineal de vizcachas machos y hembras. Por otro 
lado, incorporamos el estudio de las CP como otra población presente dentro de la pineal 
de vizcacha en hembras. Otros autores, trabajando en diferentes especies, también 
describieron las CP en la glándula (Bhatnagar y Hilton, 1994; Calvo y col., 1988; 1992; 
Regodón y col., 1998; Redondo y col., 2003).   
Las CI de la glándula pineal han sido estudiadas en diferentes especies de 
mamíferos, principalmente en roedores. Los estudios más representativos fueron los 
siguientes: en rata (Møller y col., 1978; Schachner y col., 1984; López-Muñoz y col., 
1992; Borregón y col., 1993; Suzuki y Kachi, 1995), ratón (Schachner y col., 1984, Huang 
y col., 1984; Li y Welsh, 1991), vaca (Zang y col., 1985), gerbil (Girod y Durand, 1985; 
Li y Welsh, 1991), perro (Boya y Calvo, 1993), gato (Boya y Calvo, 1993; Boya y col., 
1995), oveja (Franco y col., 1997; Redondo y col., 2001; Regodón y col., 2001), caballo 
(Cozzi, 1986), burro (Safwat 2012) e incluso en humanos (Lowenthal y col., 1982; 
Papasozomenos, 1983; Min y col., 1987; Kasper y col., 1990). En la mayoría de las 
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especies estudiadas estas células presentaron forma estrellada con numerosos procesos 
citoplasmáticos, núcleo de aspecto irregular, triangular y con cromatina condensada 
(Møller y col., 1978; Schachner y col., 1984; Calvo y col., 1988a; López-Muñoz y col., 
1992; Calvo y Boya, 1993; Franco y col., 1997; Junqueira y Carneiro, 2003; Safwat, 
2012). Las CI representan una población de células heterogéneas desde el punto de vista 
morfológico, funcional e inmunohistoquímico. Como hemos indicado anteriormente los 
principales marcadores celulares utilizados para el estudio de las CI son: proteína S-100, 
GFAP y vimentina, considerados como marcadores de células gliales, de astrocitos y 
células gliales inmaduras, respectivamente.  
En rata, Møller y col. (1978) utilizando antisueros contra las proteínas S-100 y 
GFAP, comprobaron la presencia de células positivas para estos marcadores en la zona 
próxima al tallo pineal. Estos investigadores las consideraron verdaderas células 
macrogiales. En 1985, Girod y Durand verificaron la expresión de la proteína S-100 en 
pineal de macaco. Calvo y col. (1988a) utilizaron los tres marcadores proteicos para 
identificar CI en pineal de rata. Las células positivas a estos tres antígenos mostraron una 
morfología muy similar; estrellada y con largas prolongaciones citoplasmáticas. Las 
proteínas S-100 y GFAP exhibieron un patrón de inmunomarcación similar entre ellas, 
localizándose en la parte proximal al tallo. Sin embargo, las células vimentina positivas 
se localizaron en toda la glándula. Además, la inmunotinción para esta proteína se 
presentó en las células endoteliales de los vasos sanguíneos. Estos resultados fueron 
concordantes con los expuestos por Schachner y col. (1984) en rata, quienes habían 
estudiado la expresión de GFAP, vimentina y el antígeno C1; un marcador de astrocitos 
inmaduros. Estos autores reportaron células positivas a GFAP, vimentina y C1 en la 
región proximal al tallo, y solo positivas a vimentina y C1 en la parte más distal. La 
expresión de vimentina y el antígeno C1 se interpretó como un signo de inmadurez 
celular, mientras que la de GFAP como típica de una población glial madura. Destacaron 
que en pineal coexisten células GFAP y vimentina positivas, lo cual no ocurre en otros 
órganos del SNC, en los que vimentina y C1 son marcadores astrocitarios tempranos que 
luego son reemplazados por GFAP en células maduras. Esto puede deberse a que la 
glándula, como es un transductor neuroendocrino que responde a estímulos ambientales, 
puede preservar un estado de plasticidad correspondiente al estado funcional de algunos 
astrocitos inmaduros. López Muñoz y col. (1992b), estudiaron la coexpresión de GFAP 
y vimentina en ratas adultas, mientras que Borregón y col. (1993) analizaron la expresión 
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de la proteína S-100, GFAP y vimentina. Posteriormente, Suzuki y Kachi (1995) 
demostraron en rata que la proteína S-100 se expresó en todo el parénquima glandular, 
mientras que GFAP solo en la región proximal al tallo. Franco y col. (1997) estudiaron 
las CI de la pineal de oveja, mediante técnicas histoquímicas, inmunohistoquímicas y de 
microscopia electrónica. Estas células presentaron positividad para PTAH y para GFAP, 
indicando naturaleza glial. Sin embargo, no todas las células PTAH-positivas lo fueron 
para GFAP. Los autores sugirieron que cierta población de células gliales positivas para 
PTAH estaban constituidas por astrocitos inmaduros que no expresaron GFAP, similar a 
lo observado previamente en ratas (Schachner y col., 1984; López-Muñoz y col., 1992a), 
perros y gatos (Boya y Calvo, 1993). Por esta razón se consideró a GFAP como un 
marcador válido para detectar el grado de maduración astrocitario. Redondo y col. (2001, 
2003) confirmaron que GFAP y vimentina eran marcadores de CI en diferentes estadios 
de maduración. Se relacionó la ubicación de la glándula pineal con la expresión de GFAP 
en las CI. En aquellas pineales ubicadas profundamente y rodeada de estructuras 
nerviosas, las células GFAP-positivas se exhibieron por todo el parénquima. Datos 
similares se observaron en hámster (Sheridan y Reiter, 1970), gato y perro (Boya y Calvo, 
1993). En cambio, la pineal de rata de ubicación superficial presentó células GFAP-
positivas localizadas solo en el tallo y en la región proximal (Luo y col., 1984; Calvo y 
col., 1988a, Mikkelson y Møller, 1990; López-Muñoz y col., 1992b; Suzuki y Kachi, 
1995). En burros, Safwat (2012) realizó un estudio morfológico e inmunohistoquímico 
de la glandula pineal, utilizando como marcadores la proteína S-100, GFAP y 
sinaptofisina, un marcador de pinealocitos. Este autor estableció que las CI 
inmunorreactivas a ambas proteínas (S-100 y GFAP) exhibieron una distribución y 
características morfológicas similares, pero la inmunotinción para S-100 fue más densa 
respecto a la de GFAP. Las CI se observaron distribuidas en toda la glándula con 
excepción de las zonas con concreciones calcáreas, preferencialmente en las 
proximidades a los vasos sanguíneos y en la región subcapsular.  
La heterogeneidad inmunohistoquímica que presentan las CI en las distintas 
especies estudiadas soporta la discrepancia existente en la literatura respecto al origen 
embriológico y la función exacta de estas células. En la glándula pineal de vizcacha las 
CI expresan principalmente las proteínas S-100 y GFAP, y en menor medida 
vimentina. Por esta razón proponemos que, en nuestro modelo de estudio, el origen 
de las CI es neuroectodérmico. Es importante destacar que las CI pueden expresar 
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separadamente las proteínas S-100, GFAP y vimentina, sugiriendo la existencia de 
subpoblaciones celulares con diferentes funciones dentro del parénquima glandular 
(Busolini y col., 2017b, 2018).  
El fotoperíodo es la señal ambiental más predecible y encargada de generar 
numerosas respuestas fisiológicas en el organismo, a través de la melatonina pineal 
(Goldman, 2001). Esta hormona exhibe un incremento de sus niveles durante la fase de 
oscuridad, mientras que la exposición a la luz reduce su síntesis (Klein y col., 1997; 
Ganguly y col., 2002). Existe una relación inversa entre la duración del fotoperíodo y los 
episodios de secreción de la melatonina. Así, la melatonina codifica el mensaje acerca de 
la duración del fotoperíodo (Reiter, 1991), permitiendo la regulación estacional de 
diversas actividades fisiológicas y etológicas, tales como el metabolismo y la 
reproducción (Arendt, 1995; Guerrero y col., 2007). La dependencia del fotoperíodo 
ambiental a lo largo del año permite a los animales no solamente estar en condiciones 
sexuales apropiadas en un determinado momento, sino también anticiparse 
fisiológicamente a las estaciones climáticas próximas, realizando los ajustes endocrinos 
necesarios para lograr el éxito reproductivo y no poner en riesgo la supervivencia de la 
especie (Gerlach y Aurich, 2000). De este modo, numerosos mamíferos limitan su 
actividad reproductiva a una determinada época del año, lo cual permite que el nacimiento 
y la lactancia de sus crías, transcurra en un período del año con más probabilidades de 
crecimiento y desarrollo. Por otro lado, en algunas especies, las señales ambientales tales 
como la temperatura o la disponibilidad de agua y alimentos, son también sincronizadores 
naturales de los ciclos anuales (Bronson, 1989; Gottreich y col., 2000).  
Los animales que viven en regiones con marcadas variaciones ambientales 
estacionales exhiben ritmos de carácter también estacional en su metabolismo, aspecto 
del tegumento, comportamiento alimentario y reproductivo (Guerrero y col., 2007). Los 
cambios estacionales en la función reproductiva han sido investigados y observados en 
numerosas especies de mamíferos, como el gerbil (El Qandil y col., 2005), el hámster 
(Miernicki y col., 1990), el zorro plateado (Forsberg y col., 1990), entre otros. Durante el 
invierno, los factores estresantes como las bajas temperaturas ambientales y la escasa 
disponibilidad de alimentos, conducen a un conjunto de modificaciones estacionales 
(Heideman y Broson, 1990). Una de estas adaptaciones incluye la interrupción de la 
reproducción, que permite a los animales sobrevivir con escasez de recursos energéticos 
(Goldman, 2001). Sin embargo, la anticipación a dichos estresores, confiere a los 
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individuos una ventaja para la supervivencia (Sinclair y Lochmiller, 2000). Así, los 
hámsters sirios y siberianos son reproductores de días largos, y detienen su reproducción 
durante los meses de invierno (Bartness y col., 1993; Maywood y col., 1996; Goldman, 
2000). Contrariamente, la actividad reproductiva de las ovejas es estimulada en los días 
cortos (Karsch y col., 1988).  
En vizcacha, numerosas investigaciones han confirmado la relación entre el 
fotoperíodo ambiental y la melatonina pineal en la función reproductiva del macho 
(Fuentes y col., 1991, 1993; Muñoz y col., 1997, 1999, 2001; Aguilera-Merlo y col., 2005, 
2009; Chaves y col., 2011; Cruceño y col., 2013; Filippa y col., 2015; Rosales y col., 
2016). El fotoperíodo corto provoca cambios bioquímicos y morfológicos en diferentes 
órganos del eje reproductivo. Cambios bioquímicos y ultraestructurales en los 
pinealocitos y niveles séricos máximos de melatonina han sido reportados durante el 
invierno (Domínguez y col., 1987; Domínguez, 1990; Cernuda-Cernuda y col., 2003), 
con inhibición de las actividades gonadales e hipofisarias.  
En nuestro estudio referente a las CI, hemos encontrado diferencias significativas 
en el %AI para las proteínas S-100 y GFAP. Estas diferencias podrían indicar que las CI 
experimentan variaciones estacionales en sus propiedades bioquímicas, en relación con 
los cambios estacionales en la actividad de los pinealocitos. Se ha informado que la 
proteína S-100 actúa como regulador de la dinámica del citoesqueleto, transductor de 
señales intracelulares y regulador paracrino a nivel extracelular (Donato, 2003; Donato y 
col., 2009; Acosta y col., 2010). En vizcachas machos adultos, hemos observado 
variaciones estacionales en expresión de la proteína S-100. Nuestros resultados 
demuestran un aumento en la expresión de la proteína S-100 durante el fotoperíodo 
corto, cuando se reportó la máxima actividad y síntesis de melatonina. Así, se puede 
sugerir una actividad sincronizada entre de ambos tipos celulares; CI y pinealocitos. 
Además de las variaciones estacionales en el número, ramificación y extensión de los 
procesos citoplasmáticos, el aumento en el %CI-S-100 durante el invierno y su 
disminución durante el verano, indican una posible relación entre la proliferación 
celular y la actividad glandular (Busolini y col., 2017b). Sin embargo, se necesitan más 
estudios que incluyan PCNA para mostrar la actividad proliferativa de las CI en la 
glándula pineal. Por otro lado, la expresión de GFAP también varió estacionalmente, con 
un incremento invernal. Esta proteína constituye uno de los filamentos intermedios y es 
esencial para el mantenimiento de la forma celular (Eng, 1985; Inagaki y col., 1994). En 
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base a estos reportes, podemos sugerir que en vizcacha macho adulto las variaciones 
estacionales observadas para GFAP son concordantes a sus funciones intracelulares 
en la CI, asegurando una óptima actividad celular que acompaña la actividad de los 
pinealocitos (Busolini y col., 2017b). Es importante destacar la estrecha relación 
existente entre las proteínas S-100 y GFAP. La técnica de doble-IHQ reveló que algunas 
CI expresaron colocalización para ambas proteínas. La proteína S-100 se observó 
principalmente en el núcleo donde puede ejercer diversos roles regulatorios como 
fosforilación de quinasas, modulación de actividades enzimáticas, promoción de factores 
de transcripción, proliferación, entre otros. En cambio, la GFAP se expresó en los 
procesos citoplasmáticos donde tendría un rol estructural manteniendo la citoarquitectura 
celular, la movilidad y proveer de nutrientes a los pinealocitos. Algunas CI expresaron 
exclusivamente solo una de estas proteínas. Los resultados de la doble-IHQ podrían 
indicar la existencia de CI en diferentes estadíos funcionales, probablemente 
relacionadas con las necesidades del microambiente celular. Las variaciones 
observadas en la expresión de los distintos marcadores estudiados en las CI sugieren 
que estas células participan en el proceso de regulación paracrina dentro de la 
glándula (Busolini y col., 2017b, 2018). Las CI mediante sus numerosas proyecciones 
citoplasmáticas generan una intrínseca red de comunicación intercelular intraglandular. 
Esto nos permite sugerir que las CI mediante esta red de comunicación y las 
funciones intracelulares de las proteínas estudiadas, coordinan la actividad de los 
pinealocitos participando activamente en la regulación de histofisiología glandular 
(Busolini y col., 2017b, 2018). 
Numerosos investigadores han reportado regionalización en la expresión de estas 
proteínas en el parénquima pineal, demostrando una relación directa con las etapas de 
madurez de las CI (Calvo y col., 1988a; Mikkelson y Møller, 1990; López-Muñoz y col., 
1992a; Borregón y col., 1993; Boya y Calvo, 1993; Suzuki y Kachi, 1995; Franco y col., 
1997; Redondo y col., 2001, 2003; Safwat, 2012). En vizcachas machos hemos observado 
que las CI se localizaron preferentemente en la región proximal. Los valores en el %AI 
para S-100 y GFAP y %CI-S-100 fueron más altos respecto a los reportados en la región 
distal. En el verano, cuando la actividad glandular disminuye, las CI se localizaron en 
menor medida en la región proximal y su presencia en la región distal fue ocasional. En 
base a esto demostramos que las CI se localizan principalmente en la región 
proximal al tallo y cuando la actividad glandular aumenta o disminuye, su 
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localización en la región distal aumenta o disminuye, respectivamente (Busolini y 
col., 2017b).  
La expresión de vimentina en ambas regiones; proximal y distal, de la glándula 
pineal de vizcacha fue observada en algunas CI, células endoteliales y espacios 
perivasculares. La presencia de células vimentina-positivas de especímenes adultos 
sugiere la existencia de una población de células gliales inmaduras que podría servir 
como población de reserva para reponer CI envejecidas, o como elementos 
regeneradores tras alguna lesión de las mismas (Busolini y col., 2017b, 2018).  
En diferentes especies se reportó que el número de CI aumenta en los animales 
adultos. Borregón y col. (1993) estudiaron mediante inmunohistoquímica las CI durante 
el desarrollo postnatal de la glándula pineal en rata. Estos autores encontraron una 
disminución en las células positivas para vimentina y un aumento de las células positivas 
para S-100 y GFAP con la edad de los animales. La inmunorreactividad para vimentina 
está presente desde el primer día después del nacimiento, aunque la expresión máxima se 
alcanza durante la primera semana postnatal (2-5 días). Las proteínas S-100 y GFAP 
aparecen más tarde que vimentina (15-20 días) y están exclusivamente presentes en el 
tercio proximal al tallo pineal. Hasta 15 días después del nacimiento, solo se detectó 
vimentina en el desarrollo de las células gliales pineales. A partir de la tercera semana, 
las proteínas S-100 y GFAP se expresaron primero cerca del tallo pineal y luego se 
extendieron por todo el tercio proximal. En la porción proximal de la glándula del hámster 
y el jerbo se describió inmunorreactividad para GFAP a los días 6 y 10 después del 
nacimiento, respectivamente (Li y Welsh, 1991). En perros y gatos, Boya y Calvo (1993) 
realizaron un estudio inmunohistoquímico del desarrollo postnatal de los astrocitos 
analizando la expresión de vimentina y GFAP. La vimentina es típica de astrocitos 
inmaduros y se observó desde el nacimiento, mientras que GFAP se expresó tardíamente 
en las células. Cabe destacar que estos animales presentaron una pineal de localización 
profunda y los astrocitos se distribuyeron por todo el parénquima glandular, a diferencia 
de la rata donde su ubicación se limitó a la región proximal al tallo. Así, surgieron que 
las CI de pineales de ubicación profunda exhiben una mayor diferenciación astroglial. En 
los gatos de más edad, reportaron la presencia de nidos celulares negativos a vimentina y 
positivos a GFAP.  
TESIS DOCTORAL EN BIOQUIMICA_______________________________________DISCUSION 
 
LIC. FABRICIO BUSOLINI 117 
 
En nuestro laboratorio se han realizado estudios comparativos entre vizcachas 
inmaduras sexualmente y animales adultos en diferentes órganos (Acosta y Mohamed, 
2009; Chaves y col., 2012; Filippa y col., 2015; Cruceño y col., 2016). Los estudios 
relacionados con la edad reportados en esta Tesis Doctoral demostraron que las vizcachas 
inmaduras exhibieron los valores más bajos en los parámetros morfométricos analizados 
(% AI S-100, %CI-S-100 y GFAP). No se observaron diferencias cualitativas en la 
expresión de vimentina en comparación a los animales adultos. Nuestros resultados 
sugieren que existe una relación directa entre la expresión de las proteínas S-100 y 
GFAP con la edad del animal. Además, el menor valor en el %CI-S-100 
probablamente responda a una menor cantidad de CI en las pineales de estos 
animales (Busolini y col., 2017b). 
La melatonina participa en la regulación fisiológica del sistema endocrino, siendo 
responsable de sus adaptaciones circadianas y estacionales en relación con el fotoperíodo 
(Reiter, 1991). Por lo tanto, los valores de las hormonas circulantes modifican la síntesis 
de la melatonina pineal (Reiter, 1986). Ello le confiere a la glándula un carácter dual: a) 
como transductor neuroendocrino transformando una señal nerviosa, constituida por la 
liberación de NA, en otra endocrina mediante la síntesis de melatonina, y b) como 
transductor endocrino-endocrino, detectando cambios en la secreción de diversas 
hormonas que a su vez modifican la producción de melatonina (Hernández Díaz y col., 
2001a). Especial atención merecen los esteroides gonadales debido a la fuerte influencia 
que tiene la melatonina sobre la fisiología de la reproducción, actuando sobre el eje 
hipotálamo-hipofisario-gonadal de un modo generalmente inhibitorio. Asimismo, las 
hormonas sexuales regulan las concentraciones circulantes de melatonina, influyendo 
directamente sobre la pineal o modificando diversos aspectos funcionales de la vía neural 
que la inerva. Los cambios en los valores séricos de melatonina durante el ciclo estral de 
la rata constituyen un buen ejemplo de dichos efectos. Diversos reportes indican que las 
hormonas ováricas E2 y PG actúan como potentes agentes reguladores del metabolismo 
pineal (Alonso y col., 1993; Hernández Díaz y col., 2001b). Los estudios en la glándula 
pineal durante la preñez se han llevado a cabo en diferentes especies, y en la mayoría de 
ellos se reportó un incremento de la actividad glandular (Lew, 1987; Bishnupuri y Haldar, 
2000a, b). Se han descrito cambios ultraestructurales en la glándula pineal de rata 
(Satodate y col., 1980; Karasek y col., 1982), topo (Pevet y Smith, 1975), cobayo 
(Vollrath y Schmidt, 1969) y cerdo (Wyrzykowski y col., 1987). Asimismo, la actividad 
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de la glándula pineal se ha relacionado con la preñez mediante estudios bioquímicos 
realizados en rata (Tigchelaar y Nalbandov, 1975) y humanos (Pang y col., 1987). En 
ratas se ha sugerido que la glándula pineal puede estar involucrada en la síntesis y 
liberación de gonadotrofinas. Además, la glándula podría modificar los niveles de 
hormonas gonadales durante la última etapa de la gestación (Nir y col., 1979; Nir y 
Hirsschmann, 1980). Sin embargo, la relación entre la glándula y la preñez aún no se ha 
aclarado totalmente. 
En vizcachas hembras, el patrón inmunohistoquímico y las variaciones 
morfométricas de las CI mostraron diferencias significativas entre no grávidas y grávidas. 
Se encontraron diferencias significativas en la expresión de las proteínas (%AI-S-100, 
%CI-S100 y % AI-GFAP) en los diferentes estadíos de preñez. No se observaron 
diferencias cualitativas en la expresión de vimentina. La presencia de algunas células 
vimentina-positivas en animales adultos sugiere que en las hembras también existe una 
población de células gliales inmaduras de reserva como lo observado en machos. Además, 
los resultados de doble-IHQ indicarían la existencia de CI en diferentes etapas 
funcionales, probablemente relacionadas con las necesidades del microambiente celular. 
Al igual que en los machos, hemos observado que los procesos citoplasmáticos de las CI 
en las pineales de hembras generan una amplia red de comunicación intraglandular. Sin 
embargo, se encontraron diferencias importantes en este estudio entre ambos sexos. En 
las vizcachas no grávidas, esta red se localizó principalmente en la región proximal. 
Durante la preñez inicial, la red comenzó a extenderse hacia la región distal. En la preñez 
media, cuando los niveles de E2 y PG fueron los más altos, la red se extendió por todo el 
parénquima cubriendo gran parte de la región distal. En la preñez final, dicha red comenzó 
a disminuir en esta región, en respuesta al descenso de los niveles hormonales. Además, 
los cambios observados en relación con el número, ramificación y extensión de los 
procesos citoplasmáticos de las CI sumado al incremento en el %CI-S-100 durante la 
preñez media, sugieren proliferación de las CI en relación con una mayor actividad 
glandular y los elevados niveles de hormonas gonadales. Estos hallazgos son 
importantes porque demuestran que la glándula pineal en la vizcacha hembra es 
muy sensible a los cambios en los niveles de hormonas ováricas y responde de forma 
consistente a ellas. Por el contrario, la glándula pineal de vizcacha macho no 
responde de la misma manera a los andrógenos, sino que es más sensible a los 
cambios estacionales ambientales (Busolini y col., 2018). De manera similar, 
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Bishnupuri y Haldar (2000a) reportaron en la ardilla de palma india (Funambulus 
pennanti) una relación directa entre la actividad de la glándula pineal y los esteroides 
ováricos durante el período gestacional. Estos autores también sugirieron que bajo 
condiciones de luz constante los fotoperíodos cortos y largos no afectaron 
significativamente la actividad glandular durante la preñez (Bishnupuri y Haldar, 2000b).  
 La morfología de la glándula pineal de los mamíferos presenta una gran 
variabilidad (Bhatnagar, 1992; Karasek y Reiter, 1992; Regodón y col., 1998; Koshy y 
Vettivel, 2005). Las estructuras infrecuentes como las cintas sinápticas y las esférulas, los 
cilios, los derivados ciliares, la arenilla cerebral y los gránulos de melanina constituyen 
una característica regular en esta glándula, aunque sin una función claramente 
establecida. Se ha demostrado la presencia de pigmentos en diferentes estructuras 
nerviosas, como en retina, sustancia nigra y locus coeruleus (Foley y Baxter, 1958; Zecca 
y col., 2001, 2003). En estructuras nerviosas propiamente dichas, este pigmento recibe el 
nombre de neuromelanina (Graham, 1979). Fedorow y col. (2005) sugirieron su 
participación en diferentes mecanismos oxidativos. Sin embargo, el papel que desempeña 
en estas estructuras nerviosas no se ha demostrado claramente. La melanina es un 
pigmento negro parduzco producido por los melanocitos de la piel que se derivan de la 
cresta neural y constituyen la segunda célula más abundante en la epidermis (Slomisnky 
y col., 2004; Nordlund, 2007). Su función más conocida es proteger la piel contra los 
efectos nocivos de la radiación ultravioleta (Brenner y Hearing, 2008; Herrling y col., 
2008; D’Orazio y col., 2013). Este pigmento desempeña funciones críticas que se 
aprecian más fácilmente en los mamíferos con pelo, entre ellas el aislamiento térmico, 
mimetismo y camuflaje, cambios estacionales del pelaje, comunicación social y sexual; 
que involucran estímulos visuales y dispersión de odorizantes y percepción sensorial en 
los bigotes (Slomisnky y col., 2004). 
La presencia de pigmentos en glándula pineal ha sido descrita en algunos 
mamíferos como en bovinos (Meyer-Arendt y Santamarina, 1956; Santamarina, 1958), 
chinchilla (Matsushima y Reiter, 1975), caballo (Cozzi, 1986), murciélago (Bhatnagar, 
1988; Bhatnagar y Hilton, 1994), perro (Calvo y col., 1988), gato (Calvo y col., 1992), 
oveja (Regodón y col., 1998; Redondo y col, 2003) y humanos (Møller, 1974; Min y col., 
1987; Koshy y Vettivel, 2005). Sin embargo, los informes son escasos y la importancia 
biológica de estos pigmentos en pineal no ha sido esclarecida. No obstante, los procesos 
embrionarios podrían explicar su procedencia, debido a que la glándula pineal y la retina 
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se forman a partir del diencéfalo en desarrollo. Algunos autores han indicado la presencia 
de antígenos retinianos en los pinealocitos (Korf y col., 1990, 1992; Huang y col., 1992; 
Schomerus y col., 1994). En vizcacha se describió la morfología de los melanosomas 
retinianos (Calderón y col., 2002). En nuestro estudio en pineal dichas estructuras 
exhibieron notable similitud con la reportada en retina. Por lo tanto, sugerimos que la 
presencia de melanina en la glándula pineal podría ser una consecuencia del 
desarrollo embrionario de estos órganos y dependiente diferencialmente de 
esteroides gonadales (Busolini y col., 2017a). Por otro lado, en nuestro estudio 
observamos un bajo contenido de pigmentos en los pinealocitos y en las CI. Sin embargo, 
en el espacio intersticial los gránulos de pigmento fueron abundantes y se dispersaron por 
todo el parénquima, especialmente durante la preñez media y final. La morfología, las 
propiedades histoquímicas y la ultraestructura de las CP puede indicar que la 
melanogénesis tiene lugar en estas células, y luego la melanina es transferida a los 
pinealocitos y CI. Este proceso de transferencia de melanina se ha sugerido en pineal de 
gato (Calvo y col., 1992) y en murciélago (Bhatnagar y Hilton, 1994). Además, en 
vizcachas hembras se observaron gránulos de melanina dentro de cuerpos densos 
simialres a los lisosomas. La cantidad de melanina pineal varía con el sexo según la 
especie. No se informaron diferencias significativas entre machos y hembras en perros 
(Calvo y col., 1988), gatos (Calvo y col., 1992), ovejas (Regodón y col., 1998; Redondo 
y col, 2003), murciélagos (Bhatnagar y Hilton, 1994) y vacas (Santamarina, 1958). En 
vizcacha, los pigmentos pineales fueron evidentes y %CP varió significativamente de 
acuerdo al sexo, en los machos adultos e inmaduros se observaron excepcionalmente.  
La vizcacha macho adulto es un reproductor estacional dependiente del fotoperíodo 
(Aguilera-Merlo y col., 2005; Acosta y Mohamed, 2010; Chaves y col., 2012; Filippa y 
col., 2015). Por el contrario, en hembras la relevancia del fotoperíodo en la función pineal 
no ha sido esclarecida. Se ha reportado que las hormonas ováricas E2 y PG son capaces 
de inducir la biosíntesis de melanina (Hall, 1969; Maeda y col., 1996). En la vizcacha 
hembra, la extensa duración de la preñez permite a los esteroides gonadales fluctuar en el 
tiempo y producir cambios histofisiológicos durante las diferentes etapas de la gestación. 
Las variaciones demostradas en relación al contenido de melanina pineal durante la 
gestación sugieren la influencia de las hormonas gonadales circulantes sobre el 
contenido de pigmentos. Así, se confirma que la glándula pineal de la vizcacha 
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hembra es más susceptible a las señales endocrinas durante la preñez y menos al 
fotoperíodo ambiental (Busolini y col., 2017a). 
 
Finalmente, los resultados obtenidos en el presente trabajo de Tesis Doctoral nos 
permiten demostrar y aceptar las hipótesis plantedas. Por otro lado, podemos conluir 
que ambos tipos celulares; CI y CP, desempeñan otras funciones además de sostén y 
nutrición. De esta manera, dichas células son necesarias para garantizar un adecuado 
microambiente celular en la glándula pineal de la vizcacha, asegurando así su óptima 
función neuroendocrina. 
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 En la glándula pineal de vizcacha las CI expresan principalmente las 
proteínas S-100 y GFAP, y en menor medida vimentina. Por esta razón 
proponemos que el origen de estas células es neuroectodérmico. 
 
 Las CI pueden expresan separadamente las proteínas S-100, GFAP y 
vimentina, sugiriendo que existen subpoblaciones celulares con diferentes 
funciones dentro del parénquima glandular. 
 
 El incremento en la expresión de la proteína S-100 se observó durante el 
fotoperíodo corto, en paralelo a la gran actividad de los pinealocitos, indica 
una actividad sincronizada entre ambos tipos celulares. 
 
 En vizcacha macho adulto las variaciones estacionales observadas para 
GFAP son concordantes a sus funciones intracelulares en la CI, asegurando 
una óptima actividad celular que acompaña la actividad de los pinealocitos. 
 
 Los resultados de doble-IHQ demuestran la existencia de CI en diferentes 
estadíos funcionales, probablemente relacionadas con las necesidades del 
microambiente celular.  
 
 La presencia de células vimentina-positivas en la glándula pineal de 
especímenes adultos sugiere la existencia de una población de células gliales 
inmaduras, constituyendo una población de reserva para reponer CI 
envejecidas, o como elementos regeneradores tras alguna lesión de las 
mismas.  
 
 Las variaciones observadas en la expresión de los distintos marcadores en las 
CI, su regionalización y la red de comunicación intercelular que originan sus 
proyecciones citoplasmáticas sugieren que estas células participan en el 
proceso de regulación paracrina dentro de la glándula. 
 
 Nuestros resultados sugieren que existe una relación directa entre la 
expresión de las proteínas S-100 y GFAP con la edad del animal. Además, el 
menor valor en el %CI-S-100 probablamente responda a una menor 
cantidad de CI en las pineales de estos animales. 
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 Los cambios observados en la expresión de las proteínas S-100 y GFAP, junto 
con las modificaciones en el %CI-S-100, demuestran una relación directa 
entre la actividad pineal y los niveles de hormonas ováricas durante la 
preñez. 
 
 La presencia de melanina en la glándula pineal podría ser una consecuencia 
del desarrollo embrionario y dependiente diferencialmente de esteroides 
gonadales. 
 
 La glándula pineal de la vizcacha hembra es muy sensible a los cambios en 
los niveles de hormonas ováricas y responde de forma consistente a ellas. Por 
el contrario, la glándula pineal de vizcacha macho no responde de la misma 
manera a los andrógenos, sino que es más sensible a los cambios estacionales 
ambientales. 
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